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RESUME

L’Arganier (Argania spinosa L. Skeels) est la seule espece représentant la
famille des Sapotaceae appartenant a I'ordre des Ebénales. En Algérie, c’est un
arbre endémique du sud-ouest de la région de Tindouf (localité Hamada de Draa
Oued-EI-Ma). Il joue un réle écologique et socio-économique majeur. Cette
essence forestiére est confrontée aux problémes de dégradation et de difficulté de
régénération par les techniques naturelles et classiques. Le recours a la
multiplication par les techniques de cultures in vitro pourrait étre une solution afin
de régénérer, rapidement, cette espéce en voie de disparition.

Pour la germination in vitro, des noix d'arganier scarifiées chimiquement
(trempage dans l'eau oxygenée (H202) (10 volumes) a une température de
25 + 2°C pendant deux (2), quatre (4) et sept (7) jours désinfectées et mises en
culture sur milieu eau-gelosée (EG). Cette technique a été abandonnée car les
essais de scarification chimique des noix n’ont pas donnée de résultats attendus.
Concernant les amandes (scarification mécaniques) préalablement désinfectées
pendant 5 mn dans I'hypochlorite de sodium (NaClO) a 8° (T1) et mis a germer sur
milieu eau-gélosée (EG) donnent de meilleurs résultats avec un taux de
germination de 100%.

Un protocole optimisé de micropropagation par microbouturage a été mis au
point avec succés en utlisant le milieu MS avec la combinaison
(1.5mg/l  Kin/0,5mgAIlA), (1mg/l Kin/0,5mg/l AIA) qui est favorable au
débourrement des bourgeons axillaires d’Argania spinosa L. avec un taux de
100% pour les deux provenances Tindouf (Hamada) et station de Baraki. Cette
combinaison hormonale a fourni des vitro-plants vigoureux atteignant de 2.44 et
1.96 cm de hauteur, avec un nombre moyen des bourgeons néoformes de 5 et 8
et un nombre moyen de folioles d'ordre de 11 et 16 folioles respectivement pour
les deux provenances. L’adjonction de 1,5 mg /l de GA3 au milieu de culture (MS)
permet un allongement caulinaire de 4.7 et 5 cm des vitro-plants d'arganier de
deux types de vegétal utilisé. L'enracinement montre sur milieu MS/2 contenant
0,5 g de charbon actif et (1mg/l AIB et ANA) avec un taux de 36 et 50%
respectivement et une longueur moyenne des racines de 7,5 et 5 cm apres I'ajout
de 100mg/l d’acide ascorbique.

Les plantules acclimatées présentent un taux de survie trés important de
90%. L'étude histologique de végétal obtenu in-vitro montre que ces plantules
comportent des tissus similaires a ceux du vegetal adulte (Tindouf).

Mots clés : Argania spinosa (L.), germination, micropropagation, microbouturage,
histologie, acclimatation.



ABSTRACT
The Argan tree (Argania spinosa L. Skeels) is the only species representing

the Sapotaceae family belonging to the order of Ebénales. In Algeria, it is an
endemic tree in the southwest of the Tindouf region(l Hamada ocality of Draa
QOued-El-Ma). It plays a major ecological and socio-economic role. This forest
species is confronted with the problems of degradation and difficulty of
regeneration by natural techniques. Therefore, the use of in vitro culture
techniques could be a solution to quickely regenerat this endangered species.

For in vitro germination, chemically scarified argan nuts (soaked in hydrogen
peroxide water (H202) (10 volumes) at a temperature of 25 + 2 ° C for two days,
four days and one week) disinfected and cultured on agar water medium (EG).
This techniqgue was abandoned because the chemical scarification tests of the
nuts did not give excepted results.

Concerning the almonds (mechanical scarification) previously disinfected for
5 min in NaCIO at 8 ° (T1) and germinated on water -agar medium EG gives better
results with a germination rate of 100%.

An optimized micro propagation protocol by micro-cutting has been
successfully developed using the MS medium with the combination
(1.5mg/IKin/0.5mg/l AlA), (1mg / | Kin; 0.5mg / | AlA) which is favorable at the
opening of the axillary buds of A spinosa with a rate of 100% for the plant coming
from Tindouf and Braki respectively, this hormonal combination produced vigorous
vitro-plants reaching 2.44, 1.96 cm in height, with a average number of neoformed
buds of 5 and 8 and an average number of leaflets of order of 11 and 16 leaflets
respectively for the two sources of plant material. The addition of 1.5 mg /| of GA3
to the culture medium (MS) allows a stem extension of 4.7 cm and 5 cm of the
argan plants of two types of plant used. Rooting is successful on MS/2 medium
containing 0.5 g of activated carbon and (1 mg /| AIB, 1 mg /| ANA) with a rate of
36 and 50% respectively and an average root length of 7.5 and 5 cm after adding
100 mg/l of ascorbic acid.

Acclimatized seedlings have a very high survival rate of 90%. The
histological study of the plant obtained in vitro show that these plants contain
tissues similar to those of the adult plant (Tindouf).

Key words: Argania spinosa (L.), germination, microcutting,

micropropagation, histology, acclimatization.
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INTRODUCTION

L'arganier (Argania spinosa L., Skeels.), est une espéce unique de la famille
des Sapotaceae. C'est un arbre endémique de I'Algérie et du Maroc, il se trouve
disperse dans le sud-ouest de I'Algérie, notamment dans la région de Tindouf [1]

ou il s'étend sur une superficie de 50670 hectares [2].

L'arganier joue un rdle écologique tres important pour la lutte contre la
désertification dans I'écosystéme des zones arides et semi arides par la fertilité et
la restauration des sols d'apports, il abrite une strate herbacée, contribue a la
stabilisation des cours d’eau dans les bordures des Oueds et assure un habitat
pour la faune sauvage [3]. Il constitue un arbre oléagineux, a multi-usages dont
chaque partie ou production de l'arbre (bois, feuilles, fruits et huile) est utilisable et
constitue aussi une source de revenus ou de nourriture pour l'usager [3]. Son
principal intérét réside dans son fruit qui donne une huile tres précieuse a usage

cosmeétique et alimentaire [4].

Or, malgre tous ces intéréts, cette essence a connu au fil des temps,
d'importantes perturbations liées essentiellement au climat et a [l'action
antropozoogéne qui se traduit par des coupes massives et I'utilisation sauvage du
bois d’'arganier pour la production de charbon. D’autres pratiques d’exploitation
favorisent également le surpaturage qui a transformé profondéement Ila
physionomie de ce fragile écosystéme, induisant ainsi une modification profonde

dans la répartition spatiale de cette essence [5].

Face a ce sérieux probleme de régression alarmante, Il est donc devenu
urgent, non seulement de préserver les arbres d’arganier restants, mais
egalement de rehabiliter les zones dégradées [4]. La préservation de I'arganier et
son ecosysteme sont devenus aujourd’hui une priorité nationale. L'élaboration
d’'une stratégie pour la conservation et la lutte contre la disparition de 'espéce en
question s’avére donc indispensable. Elle doit reposer sur la protection et
I'intensification du reboisement. Actuellement, beaucoup d’études sur la

regeneration sont realisees mais uniquement dans les laboratoires et quelques



expérimentations au niveau des pépiniéres universitaires et stations de

recherches.

Cependant la régenération de cette espéce naturellement est actuellement
tres faible voire absente [6]. En raison des revenus importants tirés de I‘huile,
toutes les noix d’argan sont précieusement ramassées. Les quelques graines qui
auraient eéchappées a la récolte et qui auraient germées ne depassent pas le

stade de plantules, qui sont leurs tour broutées par les [7].

De plus la multiplication végétative traditionnelle (greffage bouturage et
marcottage) pose d'importants problemes, notamment de reprise et ne répond pas

aux besoins d’intensification souhaitée.

En conséquence, les solutions les plus appropriées pour la régénération
rapide de cette espéce doivent étre orientées vers les methodes de biotechnologie
végétale pour préserver cette espéce en voie de disparition. Dans ce contexte
s'inscrit notre travail et vise la maitrise de régénération d’arganier par
micropropagation. Ce travail a été realisé au niveau de laboratoire de culture in
vitro a I'entreprise horticole et espace vert a Bab Ezzouar (Alger) et laboratoire de
Biotechnologie, Environnement et Santé du département des Biotechnologies de

la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Blida1.

Afin de répondre a cette problématique, notre étude sera conduite en quatre

volets :

» Le premier consiste a déterminer les conditions optimales de germination
in vitro des graines d’Argania spinosa L. Cette étape permet d'obtenir des
vitro-semis qui seront utilisés pour initier la micropropagation par

microbouturage.

» Le deuxiéeme volet consiste a optimiser les conditions dinitiation,
d’élongation caulinaire et de rhizogenese des explants

d’Argania spinosa L. provenant de rameaux d’arbres adultes de la localité



Hamada de Draa a Oued EI-Ma (Tindouf) et de vitro-semis obtenus aprés

germination in vitro des graines récoltées a la station de Baraki de I'INRF.

Le troisiéme est axé sur I'acclimatation de plantules obtenues in vitro.

Le quatrieme s’articule autour d'une étude histologique de différentes
parties des plantules obtenues afin d’identifier et de comparer les tissus de
plantules juvéniles obtenues in vitro avec ceux du vegetal adulte provenant
de Hamada de Draa a Oued EI-Ma (Tindouf).



CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1.Généralités sur I'arganier

1.1.1. Aspect historique

L'arganier est trés anciennement connu et utilisé par 'nomme puisque les
phéniciens, au Xe siecle, auraient utilisé I'huile qu’ils produisent dans leur comptoir
installé le long de la cbte atlantique [8]. Les premiers écrits sur 'arganier sont
ceux de géographes et médecins arabes qui ont etudie la région de Maghreb [9].

Ibn-Al-Beitar en 1219 in Riedacker et al., [10], a décrit I'arbre et |la technique
d’extraction de I'huile dans son "Traité des Simples" (traduit par Lerlec, 1877).

En 1515 Jean-Léon I'Africain en parle également et décrit I'huile comme
etant de trées mauvaise odeur et servant pour l'alimentation et I'eéclairage
(traduction d’Epaulaire1956) [10]. Ce n’est qu'en 1737 que la premiéere description
fut donnée par Linné a partir seulement de rameaux séchés et sans fleurs. Linné
(1737), donne la description spécifique dans son "Hortus cliffortianus" sous le nom
de Sideroxylon spinium L. qui veut dire bois de [10]. Gentil, (1906) in [7]
a precise l'aire géographique de I'arganier et en 1998, I'arganeraie a été classée
en « Réserve de biosphéere » par 'lUNESCO [10].

Nouaim, (2005) [9] a décrit I'arbre et ses caractéristiques ainsi que ses
exigences climatiques. En effet, il souligne que loin d'étre un arbre du passe,
'arganier est a 'image de I'éternité, cette espéce était présente avant l'arrivée de

'homme.

1.1.2. Aire géographique de I'arganier

L’Arganier est un arbre endémique de I'Algérie [11] [12] et du Maroc [13] [14]
[15].
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1.1.2.1. En Algérie
En Algérie, son aire de répartition géographique couvre un territoire

relativement important dans le Nord-Ouest de la wilaya de Tindouf ou cette
espéce constitue la deuxiéme essence forestiére aprés I'Acacia radianna [5].

Il forme dans ce territoire (Hamada de Draa), des populations dispersées,
regroupées selon un mode contracté, le long des berges des oueds ou il trouve
les compensations hydriques nécessaires.

Il y'a peu de temps, on croyait que l'aire naturelle de 'arganier se limite a la
zone de Touaref Bou-aam particulierement a Oued EI-Ma, alors qu'il existe
d’autres populations (Merkala, Targant) avec une richesse spécifique conformé a
I'étendue de I'arganeraie. L'aire de I'arganier de Tindouf s’étend sur une superficie
de 50670 hectares (Figure 1.1) [16].

De méme il existe quelques sujets d’arganier plantés au nombre de 7 dans la

région de Stidia sur le plateau de Mostaganem [17].
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Figue1.1 : Situation cartographique de I'arganier de Tindouf [17]
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1.1.2.2. Au Maroc

Au Maroc, Il s'étend sur 828.000 ha [18], C'est la deuxiéme essence
forestiere marocaine de point de vue superficie apres le chéne vert. Il est localisé
principalement dans le Sud-ouest marocain [9]. Les peuplements les plus
importants s’étendent principalement depuis le nord-est d’Essaouira jusqu'a la

vallée du Souss (Figure 1.2) [19].

®EL JADIDA
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Figure 1.2 : Aire de répartition de I'arganier au Maroc [19].
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1.1.3. Origine de I'arganier en Algérie

L’arganeraie de Tindouf formait, probablement, a I'origine une méme unite
ecologique avec celle du Maroc qui couvrait de vastes territoires. A I'avéenement
des périodes glaciaires, un déplacement de la totalité de l'aire & arganier qui
couvrait le territoire marocain s’est opéré vers le sud marocain. Seules quelques
populations isolées subsistent encore dans le Nord (Oued Grou au sud-est de
Rabat et Beni Snassen pres de Oujda).

La dynamique glaciaire, particulierement celle du Wirm (derniére glaciation)
avait réduit considérablement son aire de répartition et « I'écrasement » vers le
sud a provoqué un debordement sur l'actuelle Hamada de Tindouf, d'ou
I'existence d’'une véritable relique actuellement en Algérie [5].

Située a la limite orientale de son aire de répartition, en condition d’extréme
xéricité et dans un contexte eco-climatique hyper-aride, I'arganeraie de Tindouf,
en l'absence de I'ambiance atlantique dont jouit celle du Maroc et sous ['effet
conjugué des paturages et des coupes excessives, a vu son aire de répartition
rétrécir de maniére inexorable, jusqu’a ne former que des peuplements reliques
ayant difféerentes typologies [5].

Vu lintérét qu’il présente sur le plan écologique, certains pays 'ont introduit pour
enrichir leur patrimoine forestier. Parmi ces pays, nous avons la Hollande (1697),
I’Angleterre (1711), la France (1852), les Etats Unis (1927), la Tunisie, la Libye et

la Palestine occupée [20].

1.1.4. Systématique de I'arganier

L’arganier (Argania spinosa L. Skeels) appartient a la famille des Sapotaceae
regroupant environ 600 especes dont Argania spinosa, est le seul représentant de
son genre [9]. Le nom de cette famille a laquelle n'appartiennent que des plantes
tropicales, I'arganier, c’est 'unique membre de la famille des Sapotacées a vivre
encore naturellement au nord du Tropique du Cancer [21].

La classification de I'arganier est la suivante [22] :
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Classe : Magnoliopsida
Famille : Sapotaceae
Genre : Argania

Espéce : Argania spinosa

1.1.5. Caractéristiques botaniques de I'arganier

L’arganier, Argania spinosa (L.) Skeels, est un arbre trés résistant qui peut
vivre de 150 a 200 ans. C’est un arbre aux rameaux épineux, d’ou la dénomination
de « spinosa » [5]. Il peut atteindre 8 a 10 métres de hauteur. Sa couronne est
largement déployée, dense et arrondie. Le port, variable, peut étre dressé ou
pleureur. Le tronc est court (2 a 3 métres), il est sinueux et souvent formé par

plusieurs tiges entrelacées (Figure1.3).

Figure1.3 : Aspect général de I'arganier dans la zone de Oued El Ma
(Hamada du Draa Tindouf) [5].

1.1.5.1. Systéme souterrain

» Racines
L'arganier est caracterisé par un systéme racinaire, particulierement profond
(de 30 ou 40 metres de profondeur et il est dépourvu de poils absorbants
(racines « magniloides ») (Figure1.4) [23].
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Figure 1.4 : Profil racinaire d'arganier [24]

En effet, le systéme racinaire de 'arganier est le siége d’une association a
bénéfices réciproques (une symbiose) avec des champignons du sol pour former
des endomycorhizes, ces derniers formant des filaments (les hyphes) des
champignons qui pénétrent dans les cellules des racines [5].

La symbiose mycorhizienne améliore I'efficacité de la nutrition minérale, la
plante fournit au champignon de I'énergie sous forme de sucres issus de la
photosynthése et en échange, le champignon offre a la plante son réseau étendu
d’hyphes qui explore tout le sol et récupére les minéraux présents en faible
quantité. La dépendance de I'arganier est accrue par la nature de ses racines de
type primitif, dit « magniloide » sont dépourvues de poils absorbants, rendant
indispensables ces derniers de leurs partenaires mycorhiziens qui augmentent la
surface de contact avec le sol pour en récupérer I'eau et les éléments minéraux
[25].

Nouaim et al., [7] signalent que des plants d’arganier produits in vitro et inoculés
par une souche sélectionnée montrent une croissance 3 a 4 fois plus importante
par rapport aux plants non mycorhizés. Selon Bousselmane et al., [26] la
technique de mycorhization améliore la croissance des plants, particulierement en
matiére de leur enracinement, d'une part, et permet ainsi de pallier au manque de

reprise des plants apreés leur transfert en plein champ, d'autre part.
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1.1.5.2. Systéme aérien
1.1.5.2.1. Tronc

L’arganier présente un tronc trés vigoureux et court, tourmenté et puissant, il
est formé assez souvent par plusieurs tiges entrelacées provenant de la soudure
de rejets tres voisins (Figure 1.5) [26] [27].

Figure 1.5 : Tronc entrelacé d'arganier de Tindouf [16]

1.1.5.2.2. Rameaux

Les rameaux sont épineux, d’ou le nom d'espéce "spinosa"; les épines
assurent une certaine défense de I'arbre. Certaines d’entre elles peuvent évoluer
vers un nouveau rameau (Figure 1.6), d’autres rameaux étant d’architecture plus
classique, avec un bourgeon apical. L'ablation de I'apex stimule la ramification, ce
qui donne a l'arbre un port tres dense lorsqu’il est brouté par les chévres.
L’arganier posséde une grande capacité de rebourgeonnement et de rejet de
souche. Un arbre coupé forme un buisson trés épineux, impénétrable, qui croit
ainsi pendant plusieurs annees jusqu’a ce que les pousses centrales soient hors

de portée des animaux notamment les chévres [28].
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Feuilles simples des
rameaux de ’année

Fleurs ou fruits de ’année

h

Rameau de I’année non lignifié

Feuilles en fascicule des
rameaux de plus d’un an

Figure 1.6 : Difféerenciation morphologique des rameaux de I'année [29].

1.1.5.2.3. Feuilles

Les feuilles d’Argania spinosa sont alternées, en forme de spatule ou
lancéolées, longues de 2 a 3 cm. Elles sont de couleur vert sombre a la face
supeérieure, plus claire en dessous (Figure1.7). En période de forte sécheresse,
I'arbre perd complétement son feuillage ; cet état peut durer quelques années, les
feuilles sub-persistantes réapparaissent peu aprés le retour des pluies
[10].
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Figure1.7 : Aspect d'un rameau feuillé d’arganier
(Photo originale)

1.1.5.2.4. Fleurs

La fleur de l'arganier est minuscule (2 a 4 mm) [30] [31], pentamére,
constituée en glomérules localisés au niveau des entre-nceuds et a l'aisselle des
feuilles et pouvant étre composé de 15 fleurs et plus (Figure1.8) I'arganier est
monoique [30] [32] [33].

Chez l'arganier, deux types de floraison sont observés : une floraison
pauciflore, peu abondante, sur les rameaux ageés lignifies ; elle est la premiére a
étre observée et une floraison trés importante et plus tardive sur les nouvelles
pousses [32] [33] [34] [35] [36].

Le débourrement démarre en octobre juste aprés les premiéres pluies. De
petits fruits préexistants commencent a grossir, des feuilles se développent en
rosette sur les rameaux ligneux et quelques fleurs apparaissent sur les rameaux
du printemps precédent. En janvier et février, les rameaux continuent a croitre et
des fleurs apparaissent de plus en plus nombreuses sur les rameaux de I'année
précédente et ceux en croissance, tandis que les fruits grossissent trés vite.

Cette croissance continue jusqu’en juin avec une floraison maximale de mars a la

fin mai. Il y a arrét de croissance des rameaux juste apres la fécondation et la
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formation du fruit (nouaison), ce dernier continu & grossir pour atteindre sa
maturité en juillet, il est de couleur jaune marron.

La défoliation commence généralement a la fin du cycle vegetatif et
reproducteur durant la période estivale (Aoat) [19].
Aprés chaque pluie, de nouvelles fleurs apparaissent ce qui se traduit par des

fruits de tailles différentes sur le méme arbre [37].

¥ Pistile M,
»_«

Boutons floraux |+
Groupés en

Figure1.8 : Composition florale et boutons floraux avec styles apparents [16].

1.1.5.2.5. Fruit

Le fruit mdr a la grosseur d’'une noix, il est jaune parfois veiné de rouge. Il est
de forme ovale, ronde ou en fuseau. Il est formé d'un péricarpe charnu ou pulpe
qui repréesente 50 a 75% du poids du fruit frais. La pulpe recouvre un noyau,
appelé noix d’argane, a téguments lignifiés trés épais contenant I'albumen et la
plantule (Figure1.9) [10] [38]. Cette noix représente environ 25 a 50% du poids
du fruit frais [9].
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Figure1.9 : Rameau avec des fruits matures [29].

La noix contient une a troix amandes albuminées, huileuses, et renferme 50 a
60% de l'huile [9]. Le poids des amandes contenues dans les noix, représente
environ 3% du poids du fruit et varie de fagon importante sur un méme pied
(Figure 1.10) [9].

A /‘EP“'"P‘ Tégument de [amande

v

o @ 58

Figure1.10 : Fruits immatures, graines et amandes d’arganier [16].

A : Coupes transversales et longitudinales de fruit immature.
B : Coupes longitudinales de noix montrant 'amande.

C: Coupes transversales de noix.
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1.1.5.2.6. Bois

Le bois de l'arganier, est trées dur, compact, dense (de densité 0,9 a 1),
appelé « bois de fer », il a fait le bonheur des charbonniers ou ils ont saccagé la
forét [39].

L’age de I'arganier ne peut étre estimeé qu’approximativement, en raison de la
croissance irréguliere du bois pendant les premiers 30 ans. Les cernes, peu
visibles, correspondent a des périodes de végetation et non a des années [40]
[41]. La croissance est tributaire de I'eau et non pas du temps. En période seche,

I'arganier cesse de se développer, méme si celle-ci dure plusieurs années [9].

Le bois a également des caractéristiques chimiques particulieres, il est riche en

saponines qui sont utilisés pour la fabrication des produits pharmaceutiques [42].

1.1.6. Ecologie de I'arganier

1.1.6.1. Facteur édaphique

L’arganier n’a aucune exigence par rapport au type de sol. Il a une grande
faculté d’adaptation, il pousse aussi bien sur des schistes, des quartzites, des
roches calcaires ou sur des alluvions. |l se développe aussi sur des sols salés
Gentil, (1906) in Nouaim et al., [7]. En revanche, il ne peut s’installer sur des
sables mobiles profonds, probablement a cause de décapage éolien, susceptible

de mettre a nu ses racines [7].

1.1.6.2. Température

L'arganier est une espéce thermo-xérorophile [43]. Il peut supporter une
température maximale de 50°C et une température minimale de 0°C [44]. Il réagit
aux périodes de sécheresse prolongée en perdant tout ou une partie de son

feuillage [9].
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1.1.6.3. Humidité

L'arganier a besoin d'un certain degré hygrométrique de I'air. Selon Nouaim et
Chaussod, (1992) [45] I'arganier ne s'installe que faiblement vers l'intérieur, au-
deld de 150 kilométres de l'océan atlantique, justifiant ainsi que [I'humidité

atmosphérique semble étre un parameétre clé de I'écologie de cette espéce.

1.1.7. Importance de I'arganier

Le rble écologique et socio-économique de I'arganier est remarquable dans
les milieux sub-désertiques. Son importance peut étre appréciée sur les plans

suivants [5]:

1.1.7.1. _Ecologique

L’arganier assure I'équilibre écologique, grace a son systéme racinaire
puissant et profond, permettant la protection et la conservation des sols contre les
processus d’érosion hydrique et é€olienne, particulierement dans la région de
Tindouf [5].

1.1.7.2. Socio-économique

L’arganier constitue un modéle de rentabilité & condition que son exploitation
soit rationnelle, toutes les parties de I'arganier sont utilisées par les populations
locales [29].

En effet, le bois est expressément recherché pour sa solidité aussi bien comme
bois d’ceuvre que comme source d'énergie. Les feuilles et les fruits sont broutés
par les chévres qui, du fait de la morphologie de I'arbre, arrivent a grimper au
niveau des branches supérieures.

La graine est oléagineuse dont I'huile occupe une place soit dans I'alimentation
humaine, soit pour les soins en phytothérapie ou encore comme une ressource
complémentaire a 'économie des populations locales notamment les nomades qui

s'installent autour des arganeraies [5].
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1.1.7.3. Biodiversité

L’arganier de Tindouf developpe une typologie caractéristique qui semble
convenir a un bon nombre d'espéces de la faune saharienne. La typologie des
habitats, leur diversité ainsi que leur agencement spatial, a permis a certaines
especes des zones arides de creer leur refuge [5].

Il permet la conservation de la biodiversité faunistique non seulement en espéces
endéemiques algériennes, mais aussi en especes provenant du Sahara occidental
et du Maroc [46].

1.1.8. Etat d’'arganeraies de Tindouf

Les actions anthropiques qui s’exercent partout a travers l'arganeraie

(defrichement, coupe de bois, surpaturage) modifient considérablement la
structure des peuplements, la consistance et les conditions de croissance et de
developpement de I'espece. L’arganier est menace de disparition, il subit diverses
agressions. En effet, I'aire de I'arganier se dégrade d’année en année sous l'effet
conjugué de l'accroissement de la population qui s’y installe et de celle des
besoins en énergie (utilisation du bois d’arganier pour produire du charbon).
Les effets de la déprédation restent visibles sur de grandes étendues, a travers les
souches et les rejets irréversiblement détruits suite a la persistance de I'action
anthropique. La zone dite de «laminage» a l'ouest de Oued ElI Ma, est
incontestablement celle qui a subi un maximum de pression, montrant ainsi des
signes d’irréversibilité a travers la nécrose de nombreuses souches
(Figure : 1.11) [5].
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A : Coupes, B : Charbonniéres.

L’arganier a résisté jusqu’a maintenant, grace a sa grande diversité génétique [47]
[48] [49]. En effet, Une approche de restauration écologique, est a suggérer a ce

stade de dégradation.

1.2.  Multiplication de l'arganier

L’arganier peut se regénérer naturellement par graines (germination) ou par
rejets de souche. Le reboisement a savoir la regénération artificielle (bouturage ou
greffage) et méme les techniques modernes de la biotechnologie végétale sont
utilisés pour pallier a une absence, lenteur ou déficience de la germination

naturelle [9].

1.2.1. Multiplication par semis

1.2.1.1. Germination spontanée

La regénération par germination naturelle se fait par le biais des graines qui
tombent sur le sol. Cette régénération nécessite, bien entendu, des conditions
écologiques (climat et sol) appropriées pour la germination des graines. Au niveau
de son aire de repartition, I'arganier semble souffrir d’'une absence quasi-totale de
régénération naturelle sauf dans de trés rares endroits localisés en bordure de
cours d’eau, semblant profiter d'un maximum d’humidité [5]. Cette absence de
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régénération naturelle est dle a la surpopulation et des revenus importants tirés
de I'huile ou toutes les noix d’argan sont précieusement ramassées. Les quelques
graines qui auraient échappé a la récolte et qui auraient germé ne dépassent pas
le stade de plantule car elles sont systématiquement broutées par les animaux
(les chévres en particulier). La surpopulation et le surpaturage sont également a
I'origine de la quasi-disparition des touffes d’épineux qui autrefois favorisaient les
germinations et formaient pour les jeunes plantules une défense naturelle contre

les animaux [9].

1.2.1.2. Germination provoguée

La coque des graines de plusieurs especes forestieres semble constituer un
obstacle, ce qui a poussé certains auteurs a expéerimenter d'autres techniques
notamment.

1.2.1.2.1. Scarification chimique

Pour favoriser la germination, les noix d’argan avant semis, elles sont
trempées dans une solution acide [50]. Pour d'autres auteurs, la germination des
noix d’argan ne nécessite pas de traitements chimiques préalables. Selon
Nouaim, (1994) [51]. Un simple pré-trempage dans l'eau, technique utilisée

actuellement par les pépiniéristes, est suffisant.

1.2.1.2.2. Scarification mécanique

Le concassage du tégument osseux favorise un contact rapide des amandes
avec l'eau. L'utilisation des amandes au lieu des noix pour la production de
plantules d'arganier, réduit le temps de latence de deux ou trois semaines, a trois
jours seulement. L’intervalle de germination est réduit de quarante a douze jours.
Ainsi, la scarification mécanique améliore la capacité de germination, qui peut
atteindre 100% [52].

1.2.2. Rejets de souches

De nombreux cas de rejets de souche sont observés sur le terrain. En effet,

un arbre coupé forme une couronne de rejets qui se developpent vigoureusement.



25

Cependant, une protection doit étre assurée a ces rejets durant une longue

période (mise en defens de 6 a 8 ans) contre le surpaturage [5].

1.2.3. Multiplication végétative

Il est tout a fait possible de multiplier des arganiers par des méthodes

végétatives utilisant des techniques de (greffage, bouturage) [9].

1.2.3.1. Multiplication par bouturage

Le bouturage est une technique qui consiste a prélever une partie de plante
(tige, feuille, racine) et de la mettre dans des conditions particulieres pour qu'elle
produit des racines et reconstituer ensuite un plant en conformité génétique avec
le pied- mere. Toutefois, I'aptitude a I'enracinement différe d'une plante a une
autre. Certaines plantes s’enracinent facilement alors que d’autres n’arrivent pas a
emettre de racines. Le potentiel d’enracinement des boutures dépend tout d’abord
du potentiel génétique de l'espéce et/ou de la variété. En plus des facteurs
genetiques, le bouturage déepend de I'age des plantes [53].

En ce qui concerne la multiplication de I'arganier par bouturage, les premiers
travaux ont été menés sur des boutures herbacées issues d’arbres adultes. Ces
derniéres ont été conduites sous serre de nébulisation. Les résultats obtenus
etaient faibles (17% d’enracinement) encore peu maitrisé a I'époque [53]. D'autres
travaux ont été entrepris sur la multiplication par bouturage des rameaux d’arbres
adultes, [54] [65] [66] montrent que les meilleurs rendements sont obtenus sous
serre contrélée (chauffage de fond des tablettes de multiplication, systéme de
refrigération par évaporation d’eau, systtme de nébulisation automatique) et un
traitement a I'acide B-indole butyrique (AIB) par trempage de la partie basale dans
la solution hormonale. Sous ces conditions, les taux de réussite ont été améliorés.
Ces travaux ont mis en évidence un effet significatif du génotype sur les taux
d'enracinement, il a été constaté des nécroses au niveau de la partie basale des

explants qui impacte le niveau du rendement de I'enracinement [57].
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1.2.3.2. Multiplication par greffage

Le greffage est un processus qui consiste a rassembler les performances de
deux sujets, le greffon et le porte greffe. L'opération doit aboutir a la connexion
des systémes vasculaires (xyleme et phloeme) des deux symbiotes (porte greffe
et greffon) [53].

Le greffage est beaucoup mieux adapté a I'arganier que le bouturage car, en plus
de sa faisabilité pour conserver les performances des greffons (clones
sélectionnes), il permet de garder les avantages du porte-greffe, notamment sa
vigueur et en général des racines longues adaptées permettant a I'arganier de
puiser I'eau en profondeur [53].

Jusqu’a maintenant, le greffage donne les meilleurs rendements [57].
La méthode de greffage en fente simple est la plus adaptée a la multiplication de
I'arganier. Toutefois, I'effet interaction greffon/ porte-greffe constitue encore une
limitation a la technique [53] [58] [59].

Chez l'arganier, en raison de la limitation et de la lenteur des méthodes
classiques de multiplication végétative (bouturage et greffage), I'application de la
culture in vitro présente une bonne alternative pour la production en masse de

plants.

1.2.4. Culture in vitro

On appelle techniques in vitro un corpus de méthodes faisant intervenir d’'une
part des éléments d'aseptie et d’autre part impliqguant la mise en place d'un
environnement parfaitement contrblé. Ces méthodes s’appliquent tout autant a
des fragments de plante (tissus ou organes) et a des cellules plus ou moins
isolees [60].

Toute cellule végeétale vivante, quelle que soit sa specialisation, du moment qu’elle
est vivante et posséde un noyau, est capable de reproduire la plante entiére d’ou
elle provient [61].

Il est bien évident que le passage dun état differencie a I'état de cellule
meristéematique proliférante, ne se fait pas sans que des modifications profondes
n'‘apparaissent dans la structure de la cellule. Ces derniéres raménent la cellule
adulte a l'état juvénile, capable de s’orienter vers la formation des organes, cela

manifeste la totipotentce de la cellule végétale [61].
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1.2.4.1. Totipotence

La totipotence est la faculté de la cellule végétale spécialisée a perdre cette
spécialisation et de se multiplier sous forme d’un tissu indifféerencie. Puis, elle

retrouve sa spécialisation par une autre différenciation [62]. [63].

1.2.4.2. Balance hormonal

Selon SKOOG et MILLER (1957) in Zryd, (1988) [60], le comportement
physiologique d'un explant mis en culture en présence des deux principales
hormones de croissance (auxine et cytokinine) (Figure 1.12):
¢ Sile rapport auxine / cytokinine est éleve, on obtient un fonctionnement de
type rhizogene ;
e Si le rapport auxine / cytokinine est faible, I'explant évoluera vers un
fonctionnement de type caulogéne ;
o Enfin, si le rapport est voisin de l'unité, on aura un comportement de type

callogene et/ou embryogene [60].
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Figure 1.12: Equilibre entre auxines et cytokinines déterminant 'orientation de

I'organogenese en culture in vitro [64].

1.2.4.3. Voies de multiplication in vitro

La propagation des végeétaux in vitro peut suivre des voies tres différentes :
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e Soit en provoquant et en acceélérant le débourrement axillaire normal des
explants,

e Soit en provoquant 'apparition de bourgeons (adventifs) en des endroits
inhabituels,

e Soit en favorisant la difféerenciation d’embryons (embryons somatiques)
[60].

1.2.4.3.1. Multiplication par bourgeonnement axillaire

Un bourgeon ou portion terminale de tige mis en culture ne développe en
principe qu’un seul axe par la croissance du méristéme caulinaire principal. Mais
la composition du milieu peut étre contrdlée de telle maniére que tous les
bourgeons axillaires potentiellement présents puissent se développer en autant de
petites tiges feuillées et celles-ci, a leur tour, peuvent développer des rameaux
latéraux. Le méme développement végétatif peut étre provoqué a partir de
fragments de tiges ou d’inflorescences pourvu qu’ils comportent des noeuds et par

conséquent des bourgeons axillaires [60].

Les difféerentes étapes de la multiplication par débourrement axillaires
[60]:

- L'explant initial peut étre soit un meéristéeme isolé, un bourgeon terminal ou
axillaire, une extrémité de tige, soit un fragment de tige comportant au
moins un bourgeon axillaire.

- Sur un milieu approprieé comportant peu de cytokinines, le méristeme croit
ou le bourgeon debourre et se développe en une tige feuillée. Celle-ci peut
étre découpée en fragments (noeuds et segments de tige) qui, remis sur le
méme milieu, vont redonner autant de tiges feuillées.

- Si l'explant initial est déposeé sur un milieu plus riche en cytokinines, le
bourgeon débourre et donne une tige feuillée qui se ramifie elle-méme et
donne des rameaux secondaires et parfois de 3°™ ou 4°™ ordre.

- Les touffes des bourgeons sont fragmentées et la multiplication se realise a
ce stade.

- Lorsque le bourgeonnement axillaire est intense, une phase d’élongation,

qui permet de le freiner, est nécessaire avant 'enracinement.
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Les tiges peuvent alors étre transférées sur un milieu neutre ou enrichi en
auxines, qui permet leur enracinement. Les plantules complétes sont alors

acclimatées en terre ou elles reconstituent de nouvelles plantes.

Cette technique de micropropagation ne fait donc qu’accélérer in vitro le

fonctionnement normal des méristémes de bourgeons déja formés sur une plante.

» La culture de méristéme, sensu stricto, n'est qu'un cas particulier utilisant

le seul territoire méristématique du bourgeon et ne régénérant, en principe,
gu'une seule plante assainie a partir de laquelle on pourra développer le
clone [60].

1.2.4.3.2. Multiplication par bourgeonnement adventif

L’initiation des bourgeons peut étre en principe induite sur n’importe quel

type d’organe ou de tissu y compris sur ceux qui ne les produisent pas dans les

conditions naturelles [65].

Les voies suivies de multiplication par bourgeonnement adventif sont [60]:

L’explant est constitué d'un fragment d’'organe, d’une portion de tissu(s), ou
méme de cellules isolées (grains de pollen, protoplastes).

Les bourgeons sont néoformes directement a partir des cellules de I'explant
initial.

Ces bourgeons se développent en tige, généralement sur le méme milieu
sinon, sur un milieu d’allongement.

Les cellules de I'explant initial se divisent rapidement et forment de maniéere
desorganisee, un cal primaire rattache a I'explant de départ.

Le cal primaire peut étre subcultivé sur un milieu solide d’accroissement du
cal.

Le cal forme des bourgeons sur un milieu d’'induction approprié.

Toutes les tiges obtenues sont transférées sur un milieu neutre ou enrichi

en auxines qui va provoquer leurs enracinements.

La conformité des plantes issues de cals n’est jamais garantie [66]. Dans la

pratique industrielle, la variabilité parmi les plantes issues par micropropagation
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semble pouvoir étre minimisée par I'écartement systématique des plantules peu

vigoureuses et chétives [60].

1.2.4.3.3. Embryogenése somatique

Lorsqu’on place dans un milieu de culture contenant une auxine (2,4-D), un
fragment de tissu de carotte (Daucus carota), celui-ci produit un cal qui, aprés
transfert sur un milieu sans auxine, donne naissance a de nombreux embryons.
Ce dernier, provient d’'un tissu non constitué de cellules zygotiques sont appelés
« embryons somatiques » [60].

-L’explant de depart est un fragment d’'organe, de tissu ou de cellules isolées

- Un cal primaire est forme qui peut étre dissocie et étre multiplié sous forme

de suspension cellulaire.

-La suspension cellulaire remise sur un milieu solide pour donner des

embryoides (embryons somatiques).

-Les embryoides se développent, comme des embryons zygotiques,

directement en plantules enracinées comme des plantules de semis

traditionnel [60].

La culture des suspensions cellulaires est une technique moderne et rapide pour
la propagation en masse de plantes a progresser [67]. Ainsi, la culture industrielle
de cellules végetales est réalisee a grande échelle dans des bioréacteurs
atteignant un volume de 75 000 litres [68]. [69].

Les espéces végétales expérimentées sont nombreuses, il s’agit des espéces

ligneuses vivaces et herbacées annuelles [70] [71].

1.2.4.4. Etapes de micropropagation d’arganier

La micropropagation de I'arganier a débuté en 1987 [72] avec des milieux de
culture et réegulateurs de croissance ou plusieurs essais ont été effectués et ils ont
produits des cals. En 1994, les études de micro-bouturage d'une autre équipe [51]
avait obtenu quatre explants sur 28 testés. Plusieurs essais ont a nouveau eu lieu
a Agadir de 1994 a 2004, avec un protocole décrit par Kenny, (2007) [72]. Ce

dernier constate que la formation de racines est difficile a obtenir et que de
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nombreux problémes restent a régler notamment la nécrose apicale, la formation
des cals, I'absence de racines secondaires, divers contaminations, blocage de
I'allongement racinaire et difficultés a acclimater les vitro-plants.

Des essais ont porté sur du matériel végetal provenant de pieds-meres ages
d'un an a trois ans, qui ont été élevés sous serre. Le protocole de production de
micro-boutures [51] [4] [9] préconisent d’employer le milieu de Murashige et
Skoog (MS) qui induit au bon déeveloppement de pousses de plus de 5 cm chez
certains clones [4]. D’autres clones ont montré des taux de multiplication faibles et

ont des apex nécrosés sur divers milieux testés.

Les explants sont recueillis et récupéerés a partir des plantes meres sélectionnées.
Aprés desinfection ces derniers sont soumis aux difféerentes phases de
développement a savoir :

v Initiation de bourgeons,

v" Multiplication,
v Elongation,
v

Enracinement.

Les cultures sont ensuite incubées sous une photopériode de 16h/8h et une
température de 25 + 1°C. Les repiquages sur les milieux frais sont effectués a
partir de la quatrieme semaine de culture. Au cours des repiquages, les jeunes
pousses feuillées sont séparées et repiquées en vue de leur multiplication et

élongation [73].

En effet, la multiplication par microbouturage est basée sur le développement
des milieux de culture qui favorisent l'initiation, la multiplication de bourgeons ainsi
que l'enracinement de Vvitro-plants obtenus a partir des explants
[73].
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Les étapes de culture in vitro de I'’Argania spinosa L. sont résumées dans la
(Figure 1.13) [73].

Plantes méres

ORCANOCENESE EMBRYOCENESE
SOMATIQUE

Feanilles

i Fleurs
Embryons matures/
Herbacee: i i immatares

Muliphcation et élongstion

——

Initiation

'

| Enracinement |

Figure 1.13 : Etapes de culture in vitro de I’Argania spinosa L. [73].

v" Acclimatation en sol

Bien que peu de recherches systématiques aient été effectuées sur cette
importante étape de transition, on congoit que les deux facteurs les plus
importants sont le substrat et 'environnement.

Les plantules doivent étre soigneusement lavées pour éviter la prolifération des

micro-organismes surtout les champignons, l'application d'un fongicide en
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pulvérisation, dés I'acclimatation pour éviter I'attaque des jeunes plantules par

différentes maladies [60].

1.2.4.5. Avantages et inconvénients de micropropagation

La micropropagation in vitro d'arbres ligneux a de nombreux avantages par
rapport aux méthodes de propagation classiques [74].

Elle fournie une bonne alternative pour la conservation et la multiplication rapide,
dans un espace limité, de nombreux arbres précieux, rares, ou menaces de
disparition. Cette technique a été aussi utilisée pour I'arganier afin de produire
des plants génétiquement homogénes [75].

Elle est également utile pour la production en masse d’arbres génétiguement
identiques, physiologiquement uniformes, et exempts d'agents pathogenes, afin
de répondre plus rapidement aux exigences de production et de restauration du
systéme agro-forestier [76] [77].

Les techniques in vitro permettent la multiplication d’arbres sélectionnés
indépendamment de la saison et du stade de floraison ou de production de
graines ce qui nous aide a contourner les cycles de vie longs (vegetatif et
reproducteur) spécifiques aux arbres ligneux [74].

Cependant, la récalcitrante, la contamination, la croissance lente, et les
exsudations des composés phénoliques constituent d’'importants obstacles de la
multiplication des arbres ligneux [78].

Chez l'arganier la variabilité génétique constitue une difficulté majeure de
micro-propagation Il s’avére impossible de mettre au point un milieu unique
permettant la multiplication et I'enracinement de tous les clones [79] [4]. Ce
phénomene est fréquent chez les ligneux pour lesquels il faut adapter les milieux

en fonction des exigences des difféerentes variétés ou clones étudiés.
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MATERIEL ET METHODES

2.1. Site expérimental

L’expérimentation s’est déroulée au niveau des laboratoires de :
-Culture in vitro de l'unité UPEV a l'entreprise EHEV de Bab Ezzouar,
(Alger) ;
-Biotechnologies, Environnement et Santé du département de Biologie et
Physiologie Cellulaire et d’amélioration des plantes du département des
Biotechnologies de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie,

Universite Blida 1, Algérie.

2.2. Matériel végétal utilisé

Le matériel végétal utilisé lors des essais effetués, provient de I'espéce d’Argania
spinosa L. Skeels, se trouvant dans une arganeraie a Tindouf localité de Hamada
de Draa, zone de Touaref Bou-dam a Oued EI-Ma et dans un arboretum de la
station de recherche de Baraki (INRF).

2.2.1. Provenance et préparation du matériel végétal

Durant notre expérimentation, nous avons réalisé deux essais sur deux types de
matéeriel vegétal :

» Juveénile ;

» Adulte.

2.2.1.1. Matériel végétal juvénile

Nous avons obtenu ce matériel vegéetal (vitro-semis) apres germination in vitro des
graines matures, récoltées en Juillet 2016, durant la phase de maturation des
fruits sur des arbres adultes de plus de 20 ans, situés a la station de recherche
forrestiére (INRF) de Baraki (Figure 2.1).
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Figure 2.1 : Carte de localisation de site de prélevement des fuits d'INRF de
Baraki (Coordonnées 36° 47’ 43" N, 2° 57’ 50" E).

Les fruits sont débarrassés de leurs péricarpes (pulpes) pour avoir des noix qui
sont placées dans des sachets en plastiques puis conservées a une température
ambiante de laboratoire a 25 + 2°C. Lors de leur utilisation, certaines ont été
débarrassées de leur endocarpe lignifié afin d’obtenir des amandes qui seront

utilisées dans nos expérimentations.

2.2.1.2. Matériel végétal adulte

Nous avons taillé des rameaux semi-ligneux a partir d’arbres adultes (plus de 100
ans) provenant de Oued EI-Ma (Tindouf) (Figure2.2), que nous avons transporté
dans des sacs en jutes, humidifiés et placés dans des glacieres pour éviter leurs
desséchement.

Au laboratoire, les rameaux ont été segmentés en boutures de 7 cm afin de les

désinfecter.
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Figure 2.2 : Aspect et site de prélévement du matériel végétal adulte
A : Etendue d'arbres de Oued EI-Ma (Tindouf).28°30°42"N8°18'54"W.
B : Carte de localisation de site de prélévement.

2.2.2. Description botanique de I'arganier

36

L’arganier (Argania spinosa L.) est un arbre pouvant atteindre 8 a 10 métres

de haut, présentant des rameaux épineux dressés ou pleureurs (Figure 2.3).
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Figure 2.3 : Aspect morphologique d'Argania spinosa L. de Baraki
(Photo originale).

La grande variabilité entre les arbres est accentuée par la variabilité de la
taille et de la forme des feuilles et des fruits.
Les feuilles sont alternées lancéolées genéralement longues d’environ 2 a 3 cm
(Figure 2.4), elles sont de couleur vert sombre a la face supérieure
(Figure 2.5.B), plus claire en dessous (Figure2. 5.A), elles sont simples

(Figure 2.4) ou groupées en rosette (Figure2.6).
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Epine
Figure 2.4 : Rameau lignifié feuillé d’arganier avec des épines
(Photo originale).
Nervure
principale
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N .
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Figure 2.5 : Feuille d’A. spinosa sous loupe binoculaire (Gx16)

(Photos originales).

A : Face inferéieure, B : Face supérieure.
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Figure 2.6 : Aspect des rameaux d’arganier avec des fruits
(Station Baraki, Alger) (Mars 2016, photo originale).
Le fruit est une baie ovale, fusiforme de 2 a 3 cm de long environ, jaune-brun a
maturité (Figure 2.7). Contenant une noix tres dure (Figure 2.8), a téguments
lignifiés trés épais (Figure 2.9 A) de 2 a 3 mm d’épaisseur, abritant une a trois
amandes (amandons) (Figure 2.9 B), ce dernier contient un embryon
(Figure 2.9 C).

- Péricarpe
‘_ (pulpe)
TTIFTTRIT T T i
1 ExI2 3 M4 sneans 8% s @

1.3.57

Figure 2.7 : Fruits secs d’Argania spinosa L.
(Photo originale).
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Figure 2.8 : Lot de noix d’Argania spinosa L.

(Photo originale).
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Figure 2.9 : Détails de noix d’Argania spinosa L.

(Photos originales).

A : Noix ouverte montrant un tissu nourricier vascularisé,
B : Amande,

C : Embryon avec les deux cotylédons.
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PREMIERE PARTIE : GERMINATION /N VITRO DES GRAINES

2.1. Germination des graines

Pour l'obtention du matériel végétal juvénile nous avons procédé a la

determination des conditions optimales de la germination in vitro des graines.

2.1. 1. Noix

Nous avons, dans un premier temps, effectué des essais préliminaires de la
germination sur des noix (préalablement trempées dans de l'eau tiéde) en
réalisant une scarification chimique qui consiste en un trempage dans de l'eau
oxygénée (H202) (10 volumes) a température de 25 £+ 2°C pendant 2 , 4 et 7
jours afin de suivre le ramollissement de [I'endocarpe d’aspect osseux
(Figure 2.10).

Noix d’arganier
] \
I l s }

Témoin (noix non Trempage dans Hz0z Trempage dans HzOz Trempage dans Hz0z

traitées)(Pto) pendant 2 jours (Pt1) pendant 4 jours (Pt2) pendant 7 jours(Pt3)

I | | :

Désinfection des noix

'

Mise en germination

'

Suivi et observation

Figure 2.10 : Organigramme des différents prétraitements appliqués sur les noix.

Pto: prétraitement témoin, Pt1 prétraitement 1, trempage des noix dans H202 pendant 2 jours ; Ptz prétraitement 2, trempage des

noix dans H202 pendant 4 jours ; Pts. prétraitement 3, trempage des noix dans H202 pendant 7 jours.
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2.1.2. Amandes

Un second essai de scarification mécanique des noix réalisé avec un outil

tranchant ou nous avons testé l'effet de type de deésinfection sur le pouvoir

germinatif et le développement des vitro-semis.

2.2. Désinfection des graines

La désinfection est une étape importante de la culture in vitro, elle a pour objectif
la stérilisation des noix et des amandes afin de diminuer les risques de
contaminations ultérieures. |l s’agit d’'une stérilisation en surface. Elle consiste en
une série de traitements par immersion complete et pour des durées variables
dans difféerents types de bains, elle est effectuée selon le protocole de désinfection
suivant :

-Trempage dans une solution fongicide a 1 g/l dont la matiere active est le
thiophanate-méthyl a 70% pendant 40 mn sous agitation [80].

-Mise en agitation dans I'éthanol 70% (v/v) (Annexe 3) pendant une minute, afin
d’améliorer l'efficacité des agents désinfectants [81].

-Immersion dans une solution désinfectante d’hypochlorite de sodium (NaClO) a
8° et a4 16° pendant 5, 10, et 15 mn (Tableau 2.1) [80].

-Trois ringages successifs a I'eau distillée stérile sont effectués aprés chaque

trempage.

Tableau 2.1 : Conditions de désinfection des graines a NaClO

Concentrations de NaCIO Temps de trempage
5 mn 10mn 15 mn
8° T1 T2 T3
16° T4 T5 T6

T : traitement

2.3. Milieu de germination

Nous avons utilisé une eau minérale gelosée stérile (EG) pour la germination
[82] (Annexe 1). Le pH est ajuste a 5,7 avant I'ajout de 7g/l d’agar, les milieux
ainsi preparées sont transferés dans des tubes a essais de 25 x 75 mm, a raison de
30 ml par tube. lls sont autoclaves, a une température de 121 + 5°C pendant 20

minutes.
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2.4. Mise en germination

Sous une hotte a flux laminaire et dans des tubes contenant 30 ml de milieu de
culture stérilisé au préalable, les amandes et les noix désinfectées sont
ensemencees a raison d'une amande ou une noix par tube. Nous avons utilisé 20
noix pour chaque traitement de désinfection et prétraitement avec trempage dans
H202 pendant 2 jours (Pt1), 4jours (Pt2), 7 jours (Pt3) et Pto (témoin : aucun
trempage). Parallelement, nous avons utilisé 20 amandes pour chaque type de
traitement de désinfection (Tableau 2.1).

Les tubes sont scellés par du parafilm et placés dans la chambre de culture a une

température de 25 + 2°C et une photopériode de 16/8 h.

2.5. Paramétres mesurés

Nous avons effectué les paramétres suivants :

2.5.1. Taux de contamination

Il est effectué par un comptage des amandes contaminées par rapport au nombre

total de 480 noix et 120 amandes.

2.5.2. Taux de germination

Un pourcentage des graines germées par rapport au nombre total est calculé

selon la formule suivante :

nombre de plantules

% de germination = x 100
nombre d’embryons mis sur le milieu de germination

2.5.3. Croissance des vitro-semis

La hauteur des plantules est mesurée, aprés 45 jours de culture. Pour cela, les

mesures ont été réalisées en couchant les plantules sur du papier millimétré.

2.5.4. Nombre de jeunes feuilles par vitro-semis

Un dénombrement des jeunes feuilles par plantule est effectué apres 45 jours de

culture.
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DEUXIEME PARTIE : MICROPROPAGATION PAR MICROBOUTURAGE

Le microbouturage nécessite d'une part, des conditions d’aseptie par la

desinfection du matériel végetal et d’autre part, un milieu de culture favorable.

2.1. Désinfection du matériel vegétal

La stérilisation ne concerne que le matériel végétal adulte provenant des boutures
de Tindouf (Oued EI-Ma). Le matériel végétal juvénile utilisé provient des vitro-
semis steriles.

La technique de stérilisation est réalisee sous une hotte a flux laminaire, apres
rincage du matériel végetal a I'aide d’'une eau distillée, le végetal est trempé dans
une solution de fongicide a 1g/l (dont la matiére active est le thiophanate-méthyl a
70% ) pendant 40 mn sous agitation, ensuite, il est trempé rapidement (pendant
1mn) dans I'éthanol a 70° (Annexe 3), puis, dans une solution désinfectante
d’hypochlorite de sodium (NaClO) a 8° pendant 10 mn. Aprés chaque trempage
nous avons effectué trois ringages a l'eau distillée stérile pour éliminer toutes

traces de produits.

2.2. Milieux de culture de base

Afin de déterminer les conditions nutritives favorables au débourrement et a la
croissance des explants, nous avons choisi le milieu de base Murashig et Skoog
(MS), Gamborg (B5) et Woody plant medium (WPM). Les Tableaux 2.2 ; 2.3 et

2.4 resument la composition chimique de chaque milieu teste.



Tableau 2.2 : Constituants du milieu MS [83].
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Solutions Composés Concentrations Volume de
(mgll) prélevement pour 1l
de milieu (ml)
Macroéléments | NH4NOs 1650 100
MS (A) KNOs 1900
CACL2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Microéléments | MnS0O4.H20 16.9 1
MS (B) ZnS04.7H20 8.6
H3BOs3 6.2
Kl 0.83
Naz2Mo004.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl2.6H20 0.025
Fe EDTA(C) Naz2-EDTA 3.725 10
FeS04.7H20 2.785
Sucre Saccharose 30000mg
Agar Agar 7000mg
Myo-inositol Myo-inositol 100mg
Vitamines (D) Concentrations Volume de préléevement pour 11 de
(mgll) milieu (ml)
Acide 0.05
nicotinique 10
Pyridoxine HCI 0.05
Glycine 0.2
Thiamine 0.01




Tableau 2.3 : Constituants du milieu Gamborg (B5) [84].
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Solutions composeés Concentrations Volume de
(g prélevement pour 1l
de milieu (ml)

A (NHas)2 SO4 6.70 20

B KNOs 125.00 20

Cc H3BOs3 0.60 5
NaH2(PO4).H20 30.00
Kl 0.15
NazMoOA. 2H20 0.05
CoCl2.6.H20 0.005

D CaCl2.2H20 30.00

E MgSQO4.7H20 50.00
MnS04.H20 2.00
ZnS04.7H20 0.40
CuS04.5H20 0.005

F Sequestréne 5.60 5
330Fe

G Thiamine.HCI 2.00 5
Ac.Nicotinique 0.20
Pyridoxine.HCI 0.20

H Myo-inositol 100mg

sucre Saccharose 30000mg
Agar Agar 7000mg
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Tableau 2.4: Composition du milieu Woody Plant Medium (WPM) [85].

Solutions Volume total | Quantité | Volume de solution
meéres Constituants pour a mére a prélever
chacune des | peser (g) | pour faire 11 de
solutions milieu WPM (ml)
meéres (ml)
A NHsNO3 400 8 20
Ca(NO3)z, 11,12
4H20
B K2SO4 400 19,8 20
C CaClz, 2H20 100 1,92 5
D KH2PO4 3,4
H3BOs3 100 0,124 5
NazMoOs, 0,005
2H20
E MgSOQs4, 7TH20 7,4
MnSQO4, H20 100 0,446 5
ZnS04, 7TH20 0,172
CuS0s4, 5H20 0,005
F FeS0s4, 7H20 100 0.557 5
Naz, EDTA 0.745
G Thiamine HCI 0.02
Acide 100 0.01 5
Nicotinique 0.01
Pyridoxine HCI 0.04
Glycine

Les milieux Murashige et Skoog (MS), Gamborg (B5) et Woody Plant Medium
(WPM) sont préparés a partir des solutions méres qui sont préparées puis
conservées au refrigérateur (Annexe 2). Le pH des milieux de culture est ajusté a
5,7 £ 0.1 avec HCI (10%) ou NaOH (1N), nous ajoutons 30g/l de saccharose, 74d/l

d’'agar et 0.5 g /I de charbon actif. Aux milieux ainsi prepares, des régulateurs de
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croissance, ont été incorporés, selon les essais entrepris lors de notre
expérimentation.

Les milieux préparés sont transférés dans des tubes a essais de 25 x 75 mm, a
raison de 30 ml par tube et/ou dans des bocaux a raison de 100 ml par bocal. lls

sont autoclavés, a une température de 121 + 5°C pendant 20 minutes.

2.3. Réaqgulateurs de croissance

Trois classes de régulateurs de croissances (cytokinines, auxines et gibbérellines)
ont été testées a différentes concentrations. Une solution-mére par hormone de
croissance a eteé preparée a une concentration de 0,1mg/ml. Pour cela, nous
avons pesé 10 mg de chaque regulateur de croissance que nous avons dissous
dans quelques gouttes de solvant approprié (NaOH, HCI et H20+ chauffage) le
melange est ajusté a 100 ml avec de I'eau distillée.

Les solutions meéres ainsi préparees sont conservées dans des flacons bruns au
réfrigérateur a 4°C jusqu’a leurs utilisation (Tableau 2.5).

Tableau 2.5 : Type de regulateurs de croissance et leur solubilité [80].

Régulateurs de croissance utilisés Solvants
Auxines (AlA, AIB, ANA et 2,4-D) NaOH
Cytokinines (BAP, Kin et 2-IP) HCI
Gibbériline A3 (GA3) H20+ chauffage

La micropropagation se déroule en quatre étapes successives [86] :
» Etablissement de la culture aseptique ;
» Elongation ;
» Enracinement ;
»

Acclimatation.

2.4. Neéoformation des bourgeons

Afin de déterminer la combinaison hormonale favorable pour le débourrement
d'Argania spinosa L. nous avons testé difféerentes concentrations de

phytohormones, ce choix est réalisé aprés plusieurs tests préliminaires.
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Pour les explants issus du matériel végétal adulte provenant de Oude EI-Ma

(Tindouf), nous avons testé les différentes combinaisons hormonales suivantes

(Tableau 2.6).

Tableau 2.6 : Concentrations des phytohormones de néoformation des bourgeons
(végétal adulte de Oude EI-Ma Tindouf)

Milieux

BAP (mg /)

KIN (mg /)

AIA (mg /1)

AIB (mg /1)

ANA (mg /)

Mi0

0

0

0

0

0

Mi1

1

Mi2

1.5

Mi3

Mi4

()

Mi5

Mi6

0.5

Mi7

0.5

Mi8

—_— b | | [ |

o or|on

0.5

Mi9

0.5

Mi10

0.5

Mi11

oo

0.5

Mi12

W= ==

Pour

les vitro-semis

nous avons utilisé

les concentrations suivantes :

(Tableau 2.7).

Tableau 2.7 : Concentrations des phytohormones de néoformation des bourgeons

(végétal juvénile provenant des vitro-semis de la station de Baraki d'INRF)

Milieux | BAP (mg /1) | KIN (mg /l) | AIA (mg /l) | AIB (mg /) | ANA (mg /)
Mi0 0 0 0 0 0
Mi1 1 0.5

Mi2 1 0.5

Mi3 1 0.5
Mid 15 0.5
Mi5 2 0.1
Mi6 1 0.5

Mi7 1 0.5

Mi8 1 0.5
Mi9 1.5 0.5

Mi10 0.5

Mi11 1
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2.5. Elongation
Quatre milieux a différentes concentrations de gibbérelline A3 (GA3) sont testés,

afin de mettre en évidence l'influence de cette hormone de croissance sur

I'allongement caulinaire des vitro-plants obtenus (Tableau 2.8).

Tableau 2.8 : Concentrations de GA3 testées pour le milieu d'allongement

Milieux Concentration de GA3 (mg /)
Ma0 0
Ma1 0,5
Ma2 1
Ma3 1,5

2.6. Enracinement

Pour l'induction de primordiums racinaires deux essais ont été entrepris :

- 1°" essai, enracinement in-vitro : mise en culture des explants a enraciner
dans des conditions stérile (in vitro) avec les différentes combinaisons hormonales
(Tableaux 2.9 et 2.10).

Pour cette phase nous avons utilisé le milieu de base Murashige et Skoog, (1962)
reduit (MS/2) additionné de différentes concentrations de régulateurs de
croissance. Nous avons €galement, réduit la quantité d’agar a moitié (3,5 g/l) et
nous avons teste I'effet du charbon actif (0,5 g /l) sur I'enracinement des explants

d’Argania spinosa L. Deux lots ont été testés, avec et sans I'ajout de charbon acitif.

Le second essai, enracinement mixte : dans un premier temps, les pousses ont
proliféré in vitro dans des tubes, puis elles sont enracinées dans un substrat
horticole composé de tourbe, de perlite et d'endocarpe des graines d’arganier
broyées (Annexe 4) a raison de (1:3:1; v/v) préalablement autoclavée a
120 = 5°C pendant 20 mn puis transférés dans une chambre de culture. Elles
sont arrosées quotidiennement par une solution auxinique contenant un meélange
de 1 mg/l d’AIB et d’ANA pendant deux semaines. Ensuite, elles sont transférées

dans une serre d’acclimatation controlée.



Tableau 2.9 : Concentrations hormonales testées pour le milieu rhizogéne
(végétal adulte de Oude EI Ma Tindouf)

Milieux AIA(mg/l) |AIB(mg/l) |ANA(mg/l) | GA3(mg /)
MO 0 0 0 0
M1 2 0.5
M2 2 0.5
M3 2 0.5
M4 1 1 0.1
M5 1 1 0.1
M6 1 1 0.1
M7 15 15

M8 5 5

M9 2 2 0.5
M10 1 1

M11 15 15 15

M12 1 1 0.5
M13 1 1 1 0.1

Tableau 2.10 : Concentrations hormonales testées pour le milieu rhizogene
(vegetal juvénile provenant des vitro-semis de la station de Baraki d'INRF)

milieux

AIB mg/I

ANA mg/l

GA3 mg/l

Kin mg/Il

BAP mg/l

2.1IP mg/l

Mr0

Mr0,

Mr0-

Mr3

Mr4

Mr5

QN =]

Mr6

TN =

1,5

Mr7

1,5

Mr8

0,5

Mr9

20

0,5

Mr10

Mr11

Toutes les microboutures obtenues utilisées pour I'enracinement proviennent de

I'étape d’elongation caulinaire (allongement) du milieu MS contenant GA3.

Exception faite pour les milieux MrO1 et MrO2 ou nous avons utilisé des
microboutures préalablement mises en culture sur milieu MS avec ajout de
0.5mg/l d’ANA et d’AIB respectivement, puis elles ont été transférees sur ces

milieux MrO1, MrO2 qui ne contiennent pas des régulateurs de croissance pour

favoriser la rhizogenése.
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2.7. Mise en culture

Pour initier la miropropagation (débourrement), nous avons utiliseé des
explants d’environ 1 cm de longueur contenant des bourgeons axillaires mono ou
bi-nodaux et sont introduits verticalement dans des bocaux contenant 100 ml de
milieu de culture a raison de 10 microboutures et/ou dans des tubes a essai a
raison d'un explant par tube. Ces derniers, sont scellées avec du parafilm pour
éviter leur dessiccation et pour réduire les contaminations [87].
lls sont placés ensuite dans la chambre de culture a une température de 25 + 2°C

sous une photopériode de 16/8h.

Des subcultures sont realisées, a partir de la culture primaire, chaque 2 mois,
les vitro-plants sont fragmentés (en explants de 1 cm) et remis sur le méme milieu
frais. Ensuite, ils sont transferés sur le milieu d’eélongation.

Concernant la rhizogenése, les vitro-plants vigoureux obtenus apres 4
subcultures sont fragmentés et mis en culture sur les différents milieux
d’enracinement testés, puis sont placés a I'obscurité dans une chambre de culture
a une température de 25 + 2°C pour favoriser I'émission racinaire au détriment de

la partie aérienne.

Aprés I'emergence des radicelles, ces vitro-plants sont transférés sur un
milieu MS/2 sans régulateurs de croissance et placés ensuite dans la chambre de
culture sous une photopériode de 16/8h, afin de favoriser I'élongation racinaire et

caulinaire.

2.8. Paramétres mesurés

A chaque subculture, et étape de microbouturage. Nous avons calculé :
-Taux de contamination ;

-Longueur des pousses (phase de néoformation de bourgeons) ;
-Nombre de feuilles par pousse ;

-Nombre de bourgeons néoformés par pousse ;

-Longueur caulinaire (phase d’élongation) ;
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-Taux des micro-boutures enracinées ;

-Longueur des racines néoformées.

2.9. Acclimatation

Les vitro-plants enracinés sont repiqués dans des pots de volume 100 ml
contenant un substrat naturel composé de tourbe, de perlite et d'endocarpe des
graines d’'arganier broyées (Annexe 4) a raison de (1:3 :1; v/v) préalablement
autoclavé a 120 £ 5°C pendant 20 mn. Les pots sont mis en une chambre de

culture pour la pré-acclimatation, puis en serre d'acclimatation contrélée.

2.10. Etude histologigue

L'étude histologique est effectuée par I'observation au microscope
photonique aux différents grossissements (x40, x100 et x400) pour mieux
observer les tissus existants.

Elle se base sur la realisation des coupes au microtome des organes imprégnes
dans de la paraffine. Elle nécessite plusieurs étapes fondamentales qui sont

detaillées en (Annexe 5).

Concernant la coloration des coupes (pour notre essai, nous avons utilisé la

double coloration) [88]. Elle est realisée selon les étapes suivantes :

» Bain dans I'hypochlorite de sodium (NaClO) pendant 10 a 15 mn afin de
vider les cellules de leur contenu cellulaire.

Ringage a I'eau pendant 10 a 20 mn pour éliminer les traces de NaClO.
Bain rapide dans I'acide acétique pendant 1 mn.

Rincage a I'eau pendant 10 a 20 mn.

Bain de vert de méthyle pendant 5a 10 mn.

Ringage a I'eau pendant 10 a 20 mn.

Bain de rouge Congo pendant 10 mn.

YV V ¥V V V ¥V V¥V

Rincage abondant a I'eau.
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Tableau 2.11 : Technique de double coloration des coupes

Nature chimique de la paroi Coloration
- Paroi pectocellulosique - Rose pale a rose fonce
(Rouge Congo)
- Paroi lignifiee (Imprégnée de - Verte (vertde méthyle)
lignine)
- Paroi subérifiee (Imprégnee - Verte (vert de méthyle puis
de subérine). vire au marron).

Le montage des préparations entre lame et lamelle permet la protection
mecanique des coupes et la conservation aussi longue que possible des
colorations ou réactions histochimiques.

Les lames prétes a I'observation sont conservées dans une boite de collection

métallique hermétiquement fermeée.

2.11. Analyses statistiques

L’analyse statistique a porté sur la comparaison des différents traitements a
I'aide d’'une analyse de variance (ANOVA) au seuil de 5% en utilisant le logiciel
« STATISTICA version 8.0.» Cette analyse permet de déceler I'existence des
effets significatifs des traitements appliqués, (on considére qu'il existe une
différence significative entre les traitements quand P< 0,05), suivie d'une

comparaison des moyennes (Test de Newman et Keuls).
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

PREMIERE PARTIE : GERMINATION DES GRAINES D’ARGANIER

3.1. Contamination des graines

Deux types de contamination des noix et des amandes sont observés aprés une
semaine de mise en germination :
-Le premier type est caractérisé par un développement de mycélium a texture

feutrée, souvent blanchatre ou grisatre ce sont les champignons.

-Le second type de contamination observé se présente sous forme d’'un voile
d’aspect laiteux a la surface et a I'intérieur du milieu, ce sont les bactéries.

Les deux types de contaminations (champignons et bactéries) sont décrits par
Augé et al., (1989) [89] et confirmés par I'équipe du laboratoire de
phytopathologie, ces dernieres sont illustrées dans les (Figures 3.1 A; B; C et
D).

Figure 3.1 : Développement des contaminations des noix et des amandes.
A, B : Contamination fongique de noix (mycelium blanchatre)
et d'amande (mycélium verdatre).
C, D : Contamination bactérienne de noix (anneau laiteux blanc- roséatre)
et d'amande (anneau laiteux blanc).
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3.1.1. Taux de contamination des noix

Le taux de contamination des noix prétraitées en fonction de type de désinfection,
montre qu’aprés une semaine de mise en germination, la contamination est
variable selon les tests effectués. Le plus faible taux est enregistré pour le lot des
noix trempeées pendant une semaine dans une solution d'eau oxygenee (H202)
(Pt3) (il est nul pour T4, TS, et T6 et il est de 5% pour le T1, T2 et T3. Quand aux
autres types de pretraitements et de traitements de deésinfection testes, le taux de

contaminations oscille entre 10% et 30% (Figure 3.2).

Taux de
contamination %

30%
25%25% 25%

25%

20% [ T1: NaCIO (8°/ 5mn)

15% 15% B T2: NaCIO (8°/ 10mn)
15% D T3: NaClO (8°/ 15mn)
109 % I T4: NaClO (16°/ 5mn)
10% @ T5: NaClO (16°/10mn)
5%5%5% [ T6: NaClO (16°/ 15mn)
> %0%0%
(+] .
. I_ Traitemants
0%
PTO PT1 PT2 PT3
mTl mT2 T3 mT4 ET5 T6

Figure 3. 2 : Taux de contamination des noix prétraitées.

3.1.2. Taux de contamination des amandes

Le pourcentage de contamination des amandes est tres faible. Il est nul pour la
quasi-totalité des traitements de désinfection testés (T2, T3, T4, TS5 et T6). Le
traitement T1 (NaClO a 8° pendant 5 mn) montre un taux tres faible de 10%
(Figure 3.3).



10%

8%

6%

4%

2%

Taux de contamination %

0%

10%

T1:
T2:
T3:
T4:
T5:
T6:

0% 0% 0% 0% 0%
A A 4 A A
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Traitement de désinfection

Figure3. 3 : Taux de contamination des amandes.

NaClO (8°/ 5mn)
Naclo (8°/ 10mn)
NaClO (8°/ 15mn)
NaClO (16°/ 5mn)
NaClO (16°/10mn)
NaClo (16°/ 15mn)
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Aprés ces differents tests, le traitement T2 (NaClO a 8° pendant 10 mn) a été

sélectionné comme étant le plus favorable pour la désinfection des graines.

3.2. Germination des noix

Apreés la désinfection des noix prétraitées avec la solution de NaCIlO a 8° pendant

10 mn, nous remarquons que la moitié des noix (50%) ont percé, aprés 20 jours

de mise

en germination (figure 3.4). Ensuite, les noix ont stoppé leurs

développement et nous avons observé un desséchement total, elles ont été

nécrosees par le double traitement que nous avons expérimenté a savoir la

scarification chimique par le H202 et la désinfection par le NaCIO.

7

Figure 3.4 : Noix éclatée aprés 20 jours de mis en germination.
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Notons I'absence totale de I'évolution de la germination des noix, et ce quel que
soit le type de prétraitement et le type de désinfection testé.

En effet, ce resultat enregistre, est di a la nature des téguments lignifies osseux
ainsi qu'aux types de traitements testes (scarification chimique et désinfection).
Nous avons donc abandonné la germination des noix et nous nous sommes

orientés vers la germination des amandes.

3.3. Germination des amandes

Les noix provenant de la station de Baraki ont eté scarifiees mecaniquement par
un outil tranchant, pour extraire les amandes qui ont été désinfectées et mises a

germer.

3.3.1. Taux de germination des amandes

Aprés un mois de mise en culture des amandes d’arganier, nous avons enregistré
un taux de germination tres important il varie entre 90 et 100% quel que soit le
type de traitement de désinfection testé. En effet, le meilleur taux (100%) a été
enregistré pour les amandes désinfectées par trempage pendant 5, 10 et 15 mn
dans NaClO a 8° (T1; T2 et T3) (Figure 3.5).

Taux de germination %

100%
98%
96% T1: NaClO (8°/ 5mn)
. T2: NaClO (8°/ 10mn)
94% T3: NaClO (8°/ 15mn)
T4: NaclO (16°/ 5mn)
92% T5: NaClO (16°/10mn)
90% T6: NaClO (16°/ 15mn)
88%
86%
T1 T2 T3 T4 T5 T6

84% Traitements

Figure 3.5 : Taux de germination des amandes d’arganier.
Le traitement T1 (NaCIlO a 8°/5 mn) est retenu durant toute notre expéerimentation

comme le plus favorable a la désinfection des amandes d’arganier.
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3.3.2. Effet de la désinfection sur le nombre de feuilles

Aprés 45 jours de culture, 'analyse de la variance (ANOVA) effectuée ne révéle
aucune difféerence significative, avec P=0,101 ; P>0,05 de I'effet de traitement de
desinfection sur le nombre moyen des feuilles néoformées par vitro-semis
(Figure 3.6).

Traitement de désinfection; LS Means
Current effect: F(5, 72)=1,9219, p=,10118
40

35+
30 -

25+ 3

Nombre de feuilles

20

15 ¢

10 . : L . L :
1 2 3 4 5 6
Traitement de désinfection

Figure 3.6 : Effet du traitement de desinfection sur I'apparition des feuilles.

3.3.3.Effet de la désinfection sur la hauteur des vitro-semis

L'analyse de la variance (ANOVA) effectuée sur la hauteur des pousses, apres 45
jours de culture, ne révéle pas un effet significatif de traitement sur la longueur des
pousses avec P=0,197 ; P>0,05 (Figure 3.7).
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Traitement de désinfection; LS Means
Current effect: F(5, 72)=1,5107, p=,19723
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Figure 3.7 : Effet du traitement de désinfection sur la hauteur des vitro-semis.

3.3.4.Etapes chronologiques de germination
La germination est définit comme la somme des événements qui conduisent la

graine déshydratée a germer, elle commence par la prise d'eau et se termine par

I'allongement de I'axe embryonnaire.

3.3.4.1. Imbibition de 'amande

L’'amande d’arganier une fois placée dans un milieu de culture eau gelosée (EG)
commence par gonfler (figure 3.8), en absorbant de l'eau, cest la phase
d'imbibition, l'eau pénétre par capillarité¢ dans les enveloppes
[90].
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Figure3.8 : Gonflement d’amande d’arganier (imbibition) aprés une semaine.

3.3.4.2. Germination sensu-stricto

Aprés deux semaines de mise en culture, 'amande éclate et donne naissance a
une radicule qui continue de s’allonger (Figure3.9). C’est la phase de germination
sensu stricto trés importante car elle conditionne la croissance ultérieure
[91].
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Figure3.9 : Eclatement de I'amande et apparition de radicule et tigelle.
A : Aprés deux semaines
B : Aprés trois semaines.

3.3.4.3. Croissance de la plantule

En grandissant, la tigelle s'allonge et entraine avec elle les deux feuilles
cotylédonnaires qui s’écartent. Au milieu, s'ouvrent les deux premiéres feuilles qui
se développent, c’est la phase de croissance, elle est caractérisée par une
augmentation de la respiration et I'entrée d'eau, I'étape photosynthétique est

déclenchée (Figure 3.10).
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Feuilles
cotylédonnaires

Feuilles

Figure 3.10 : Apparition des feuilles cotylédonaires et feuilles aprés un mois.

La figure 3.11 montre I'aspect des vitro-semis obtenus aprés deux mois de mise
en culture. Nous remarquons que leurs longueurs est importante atteignant 33,93
cm (Annexe 6) avec une tigelle d’'environ 10 cm portant un nombre important de
folioles estimé a 28 (Annexe 7) et une racine bien développée pouvant atteindre

une longueur de 23 cm.

Figure 3.11 : Aspect de vitro-semis d’arganier age de deux mois.
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Chez certaines amandes d’arganier, nous remarquons ['apparition de deux

embryons (polyembryonie), donnant naissance a deux vitro-semis (Figure 3.12).

Figure 3.12 : Cas de polyembryonies d’'une amande d’arganier

(provenance : Baraki).
A : Amande avec deux radicules aprés 20 jours de germination ;
B : Amande avec deux radicules aprés un mois de germination ;

C : Aspect de deux vitro-semis issus d'une amande d'arganier a deux embryons aprés deux mois
de germination.
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DEUXIEME PARTIE : MICROPROPAGATION PAR MICROBOUTURAGE

3.1. Effet de milieu de culture sur le débourrement

Afin de déterminer le milieu de base le plus favorable au débourrement des
bourgeons d’Argania spinosa L. Nous avons testé l'effet de trois milieux choisis,
notamment MS, Gamborg (B5) et WPM.

120%

100%
100%

80% 70% 70%

60%
60% 50%
40% 30%
- .
0%
MS WPM

BS
Milieux de culture

Taux de débourrement

B Tindouf M Baraki

Figure 3.13 : Effet de milieux de base sur le débourrement.

Aprés 80 jours de mise en culture des deux types d’explants provenant de la zone
de Oued EI-Ma de Tindouf (boutures) et de la station de Baraki (vitro-semis de 60
jours) nous constatons que le milieu MS assure un meilleur taux de débourrement
des bourgeons d’Argania spinosa L. avec 70% pour des explants adultes (Tindouf)
et 100% pour ceux qui sont juvéniles (Baraki) (Figure 3.13). Nous avons retenu ce

milieu MS pour toutes les expérimentations ultérieures.
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3.2. Microbouturage des rameaux provenant de Tindouf

Dans cette partie de notre expérimentation nous avons utilisé un matériel végétal
adulte provenant de la localité de Hamada de Draa, zone de Touaref Bou-aam

etendue d’arganeraie de Oued EI-Ma.

3.2.1. Néoformation de bourgeons (débourrement)

3.2.1.1. Taux de contamination

Aprés dix jours de mise en culture des explants sur differents milieux de

débourrement, le seul type de contamination observé est fongique que nous

avons confirmé auprés de l'équipe du laboratoire de phytopathologie de

t [J !
el |

département de Biotechnologies (Figure 3.14).

Figure 3.14 : Explants contaminés aprés dix jours de mise en culture
A : Mi0, B : Mit.
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Nous avons enregistré un taux de contamination de 10% et 30% respectivement
pour les explants mis en culture sur le milieu Mi1 et le témoin Mi0. Cette

contamination fongique est probablement dle a une mauvaise manipulation
(Figure 3.15).

30%
30%

25%
20%

15%
10%

10%
5%
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

0% — — — — — — — — — — —

Taux de contamination (%)

Mi0  Mil  Mi2 M3 Mid Mi5 Mie Mi7 Mi8 M9 Mil0 Mill Mil12

Milieux de débourrement

Figure 3.15 : Taux de contamination des explants sur milieux de débourrement.

(Provenance de Tindouf).

3.2.1.2. Taux de débourrement

Apres 80 jours de mise en culture des explants, nous avons remarque que les
milieux Mi6, Mi7, Mi8 et Mi9 donnent des taux de débourrement des bourgeons
trés importants avec 100% de reprise (Figure 3.16).
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Figure 3.16 : Taux de débourrement des bourgeons chez Argania spinosa (L.)

3.2.1.3. Développement des microboutures

L’analyse de variance (ANOVA) effectuée pour tous les paramétres suivants est
réalisée apres quatre subcultures successives durant une période de 32 semaines

soit (8) huit mois de culture.

3.2.1.3.1. Effet du milieu sur la longueur des microboutures

L'analyse de variance effectuée sur les différents milieux de débourrement révéle
une différence significative des milieux de débourrement sur la longueur des
microboutures obtenues (P=0,006 ; P<0,05) (Figure 3.17).
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Milieux; LS Means
Current effect: F(12, 536)=2,3158, p=,00689
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Figure 3.17 : Effet de milieux de débourrement sur la longueur des microboutures.

Le test de Newman-Keuls fait ressortir deux groupes homogénes, le milieu Mi6
(1.5mg/IKin/0,5mg/l AlA) est le plus favorable pour le débourrement ou nous
avons enregistré une hauteur moyenne des microboutures atteignant 2.44 cm
(Annexe 8), suivi par le milieu Mi12 et Mi7 avec 2.40 et 2.24 cm respectivement
(Tableau 3.1).



Tableau 3.1 : Effet du milieu sur la longueur des microboutures

(Test Newman-Keuls).

Test Newman-Keuls, alpha=0.50

Milieux Hauteur moyenne 1 2
de culture | des microboutures

MiO 1.13 i

Mi5 1.59 o o
Mi8 1.63 o o
Mi1 1.74 o e
Mi4 1.81 o o
Mi9 1.85 o o
Mi3 1.86 o o
Mi2 1.87 o e
Mi11 2.11 o o
Mi10 212 o e
Mi7 2.24 o
Mi12 2.40 o
Mi6 2.44 e

3.2.1.3.2. Effet du milieu sur le nombre de bourgeons
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Le milieu Mi6 (1.5mg/IKin/0,5mg/l AlA) s’avere favorable pour la néoformation des

bourgeons, l'analyse de variance montre une différence trés hautement
significative avec (P=0,00000 ; P<0,05) (Figure 3.18).

Milieux de culture; LS Means

Current effect: F(12, 536)=4,4659, p=,00000

Nombre de bourgeon
w

4 5 6 7

Milieux de culture

10 11 12

Figure 3.18 : Effet du milieu de débourrement sur le nombre de bourgeons

néoformeés
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Le test de Newman-Keuls fait ressortir trois groupes homogeénes, le milieu Mi6
(1.5mg /I Kin/0.5mg/l AlA) est le plus favorable pour la néoformation des
bourgeons avec un nombre moyen de 5 par microbouture (Annexe 9)
(Tableau 3.2).

Tableau 3.2 : Effet du milieu sur le nombre des bourgeons
(Test Newman-Keuls).

Test Newman-Keuls, alpha=0.50

Milieux Moyenne des | 1 2 3
de culture | bourgeons

Mi0 1.65 e

Mi5 2.29 o o

Mi4 2.94 o o

Mi9 3.00 o o

Mi8 3.02 o o

Mi1 3.10 o o

Mi10 3.89 o o
Mi12 4.11 e o
Mi3 4.14 e o
Mi2 4.41 i e
Mi11 4.58 e o
Mi7 4.59 o E
Mi6 5.32 o

3.2.1.3.3. Effet du milieu sur le nombre de folioles

L'analyse statistique ANOVA effectuée, révéle une différence trés hautement
significative ((P=0,00000; P<0,05) nous avons constaté que le milieu
Mi6 (1.5mg/IKin/0,5mg/l AIA) est favorable pour la formation des folioles
(Figure 3.19).
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Milieux de culture; LS Means
Current effect: F(12, 536)=4,9356, p=,00000
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Figure 3.19 : Effet du milieu de culture sur le nombre de feuilles néoformées.

Le test post hoc de Newman-Keuls fait ressortir trois groupes homogenes avec un
nombre moyen de 11 folioles néoformées par microbouture sur le milieu Mi6
(1.5mg/IKin/0,5mg/l AIA) suivi par le milieu Mi10 et Mi4, avec 10 et 9 folioles
(Annexe 10) (Tableau 3.3).

Tableau 3.3 : Effet du milieu sur le nombre de feuilles néoformées
(Test Newman-Keuls)

Test Newman-Keuls, alpha=0.50
Milieux Moyenne des | 1 2 3
de culture | feuilles

néoformées
Mi0 3.35 ek
Mi1 7.15
Mi12 7.48
Mi9 7.83
Mi7 8.04
Mi5 8.10
Mi3 8.56
Mi8 8.67
Mi11 9.02
Mi2 9.37 e o
Mi4 9.38 e E
Mi10 10.40 e o
Mi6 10.93 o
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L’aspect des microboutures sur différents milieux de débourrement est représenté
dans les Figures 3. 20, 3.21 et 3.22.

Le taux de reprise des explants était different selon le type de balance hormonale
utilisée pour le débourrement. Le taux le plus important est enregistré sur le milieu
Mi6 (1.5mg/IKin/0,5mg/l AlA).

A la premiére subculture qui a duré deux mois, nous avons enregistré un
développement assez lent des explants qui présentent une longueur moyenne de
2.36 cm et un nombre de folioles de 'ordre de 9, ces derniéres sont de petite taille

et de couleur vert vif (Figure 3.20 C).

Figure 3.20 : Aspect des vitro-plants sur milieux de débourrement

(18 subculture).
A : Aspect des vitro-plants sous différentes conditions hormonales ;
B, C : Aspect des vitro-plants mis en culture sur milieu Mi6 & la 1% subculture
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Par contre a la 2¢™e et la 3™ subculture aprés environ 6 mois de culture, les
microboutures deviennent vigoureux atteignant une longueur trés importante de
8 cm (avant la segmentation) sur le milieu favorable au débourrement Mi6
caractérisé par un nombre important de folioles plus larges que celles

developpées a la premiere subculture au nombre de 14 environ (Figure 3.21).

A

Figure 3.21 : Aspect des vitro-plants a 26™e et 3°™e subculture.

A : Aspect des vitro-plants vigoureux mis en culture sur milieu Mi6 a la 26™ subculture.
B, C : Aspect des vitro-plants mis en culture sur milieu Mi6 a la 3™ subculture.
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Pour la 4™e subculture soit 8 mois aprés la mise en culture, nous avons obtenu
des microboutures a port dressé plus vigoureux a appareil végétatif bien
developpe avec formation de touffes (ramification des microboutures). Une
certaine homogénéité a été observée sur le milieu favorable Mi6. Les tiges
atteignent une hauteur importante, ramifiées des la base (en touffe) avec 5 a 6
tigelles qui portent un nombre important des feuilles (d’ordre de 16 par tigelle).
Elles sont plus larges et plus claires que celles des subcultures précédentes (2°m¢

et 3°Me) avec un nombre de bourgeon estimé a 5 par tigelle (Figure 3.22).

Figure 3.22 : Aspect des vitro-plants sur milieu Mi6 a la 4™ subculture

(Provenance de Tindouf).
A : Aspect général des microboutures en touffe issu sur Mi6 a la 4°™ subculture
B : Ramification de la tige principale en tigelles

3.2.2. Elongation des microboutures

L’'analyse ANOVA effectuée apres 50 jours de mise en culture des vitro-plants sur
les milieux d'allongement caulinaire révele une difference trés hautement
significative des différentes concentrations de GA3 testées (P=0,00000 ; P<0,05)
(Figure 3.23).
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Milieu de culture; LS Means
Current effect: F(3, 36)=21,430, p=,00000
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Figure 3.23 : Effet de GA3 sur I'élongation caulinaire
Le test post-hoc de Newman-Keuls (Tableau 3.4) fait ressortir trois groupes
homogenes. En effet, c’est le milieu Ma3 (1.5mg/l GA3) qui permet un meilleur
allongement caulinaire des vitro-plants avec une moyenne de 4.7 cm
(Annexe 11).

Tableau 3.4 : Effet de milieu d’allongement
(Test post hoc)

Test Newman-Keuls, alpha=0.50

Milieux Moyenne de la |1 2 3
de culture | longueur caulinaire

Ma0 1.87 e

Ma1 2.44 e e

Ma2 3.29 o

Ma3 4.70 o

L’aspect des vitro-plants sous différentes concentrations testées de gibbérelline

GAZ3 est représenté dans la figure 3.24.
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Figure 3.24 : Aspect des vitro-plants d’Argania spinosa L. sur milieu d’élongation.

3.2.3. Enracinement

3.2.3.1. Induction des racines
3.2.3.1.1. Sans charbon actif

Les microboutures mises en cultures sur les milieux d’enracinement sans ajout du
charbon actif n’ont manifesté aucune aptitude rhizogéne. Cette inhibition de
I'émission du primordium racinaire est dle a la synthése des polyphénols sécrété

chez les ligneux en genéral.

En effet, nous remarquons a la base des microboutures la formation un tissu
spongieux (cal) qui ne se différencie pas en radicelles. Ces microboutures forment
des petites feuilles de couleur vert-pale voire marron qui se nécrosent au sommet
(Figure 3.25).
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Figure 3.25 : Aspect morphologique des microboutures avec formation de cals sur

milieu d’enracinement (sans charbon actif).

3.2.3.1.2. Avec charbon actif

Aprés plusieurs essais préliminaires et aprés environ deux mois de culture des
vitro-plants sur les milieux d’enracinement nous avons pu sélectionner deux
milieux M7 (1.5mg/l AIB/1.5mg/| ANA) et M6 (1mg/l AIB/1mg/l ANA) qui favorisent
le stimulus radiculaire avec des taux moyens atteignant de 30 et 36 %

respectivement (Figure 3.26).
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’ 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

O% — — — — — — — — — — — —
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Milieux d'enracinemt

Pourcentage d'enracinement

Figure 3.26: Effet de la balance hormonale sur 'enracinement des microboutures.
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L’aspect des micoboutures enracinées aprés 45 jours de mises en culture est

represente dans les figures 3.27 (A, B).

Figure 3.27 : Aspect morphologique des vitro-plants enracinés

A : Microboutures enracinées sur milieu M6, aprés 45 jours d'induction.
B : Détails des microboutures avec racines longues et filiformes.

3.2.3.2. Elongation racinaire

Durant cette étape, et malgré I'ajout du charbon actif (0,5 g/I), nous avons

remarqué que les racines se nécrosent au bout de quelques jours (Figure 3.28).
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Figure 3.28 : Aspect des racines nécrosées (phase d’élongation racinaire).

Pour faire face a ce phénoméne de nécroses qui a influencé de facon négative
I'élongation des racines néoformées, nous avons opté pour l'utilisation d’'un autre
antioxydant notamment l'acide ascorbique (100 mg/l) en combinaison avec le
charbon actif. Les résultats obtenus montrent que ce dernier a permis d’améliorer
le developpement des racines dont la longueur moyenne a atteint 6 et 7.5 cm

respectivement aprés 2 mois de culture (Figure 3.29).

longeur moyenne des racines (cm)

Milieux

Figure 3.29 : Longueur moyenne des racines apreés I'ajout d’acide ascorbique.
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3.3. Microubouturage a partir des vitro-semis de Baraki

Durant cette étape, nous avons utilisé pour le mirobouturage, de végétal juvénile
(vitro-semis) issus de germination in vitro des graines d’Argania spinosa L.

provenant de la station de Baraki de I'|NRF.

3.3.1. Néoformation des bourgeons

3.3.1.1. Taux de débourrement

Les résultats obtenus, aprés 80 jours de mise en culture, montrent que les milieux
Mi0, Mi1, Mi5 et Mi6é donnent un taux de debourrement des bourgeons maximale

avec 100% de reprise (Figure 3.30).

TAUX DE DEBOURREMENT (%)

100% 100% 100% 100%
100% = ) 9%0% =1
20% 1-Mi0: Omg/1
80% 2-Mil:1mg/l BAP+0,5mg/IAIA
60% 60% 3-Mi2: Img/l BAP+0,5mg/IAIB

4-Mi3:1mg/l BAP+0,5mg/IANA

50%  5-Mid:1,5mg/l AP+0,5mg/IANA
40% 6-Mi5:2mg/l BAP+0,1mg/IAIA
30% 7-Mi6: lmg/IKin+0,5mg/l ATA
8-Mi7: Img/IKin+0,5mg/IAIB
9-Mi8: I mg/IKin+0,5mg/IANA
10-Mi9:1.5mg/l Kin+0,5mg/IAIA

11-Mi10:0.5mg/l AIA
12-Mill:1mg/l BAP
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Figure 3.30 : Taux de débourrement des bourgeons chez Argania spinosa L.

3.3.1.2. Développement des microboutures

3.3.1.2.1. Effet de milieu sur la hauteur

L’analyse de la variance a révelé une difféerence tres hautement significative
(P<0,000001) du facteur milieu de culture sur la longueur des microboutures
(Figure 3.31).
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Figure 3.31 : Effet de I'équilibre hormonal sur la longueur des microboutures.

Tableau 3.5 : Effet du milieu sur la longueur des microboutures
(Test Newman-Keuls)

Test Newman-Keuls, alpha=0.50

Milieux Longueur moyenne | 1 2 3 4
de culture | des microboutures

Mi8 0.63 o

Mi9 0.64 e

Mi7 0.76 b e

Mi2 0.90 *kk *k%k *kk

MIO 095 F*kek *kk *kk

M|1 O 097 F*kek *kKk *kk

Mi1 1.01 *kk *k%k * %k

Mi5 1.1 7 *kk *k%k *kk

Mi11 1.28 ok ek

Mi3 1.41 ok

Mid 1.45 e

Mi6 1.96 i
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Le test post hoc (Newman-Keuls) au seuil a=5% fait ressortir 4 groupes
homogenes. En effet, le milieu Mi6 (1 mg /I Kin/0.5 mg /I AlA) a un effet favorable
sur I'élongation des microboutures avec 1,96 cm, suivi juste aprés par les deux
milieux Mi4 (1,5mg/l BAP/0,5mg/IANA) et Mi3 (1mg/l BAP/0,5mg/IANA) avec des

longueurs de 1.45 et 1.41 cm respectivement (Annexe 12) (Tableau 3.5).



83

3.3.1.2.2. Effet du milieu sur le nombre de bourgeons

L'analyse de la variance montre qu’il y a une différence trés hautement
significative de l'effet du milieu de débourrement sur le nombre moyen des

bourgeons néoformés des microboutures (Figure 3.32).

Milieu de culture; LS Means
Current effect: F(11, 473)=8,5352, p=,00000

-
(=T

Nombre de bourgeon
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figure 3.32 : Effet de I'équilibre hormonal sur le nombre de
bourgeon/microbouture.

Le test de Newman-Keuls fait ressortir trois groupes homogenes, le milieu Mi6
(Tmg /I Kin/0.5mg /I AlA) est le plus favorable pour la néoformation des

bourgeons, qui sont avec un nombre de 8 (Annexe 13) (Tableau 3.6).
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Tableau3.6 : Effet du milieu sur le nombre des bourgeons
(Test Newman-Keuls).

Test Newman-Keuls, alpha=0.50

Milieux Moyenne des | 1 2 3
de culture | bourgeons

Mi8 1.71 e

Mi9 2.06 e

Mi10 212 o

Mi11 2.25 e

Mi2 2.74 e

Mi7 2.78 e

Mi0 417 o o

Mi4 4.65 e o

Mi5 5.21 *k%k *kk *kk
Mi1 5.23 *k%k *kk *kk
Mi3 7.15 o o
Mi6 8.49 o

3.3.1.2.3. Effet du milieu sur le nombre de feuilles

L'analyse de la variance révele une difféerence trées hautement significative
(P<0,000001) du facteur milieu de culture sur le nombre des feuilles neoformees

par microbouture (Figure 3.33).

Milieu de culture; LS Means
Current effect; F(11, 473)=8,2095, p=,00000

Nombre de feuille

Milieu de culture

Figure 3.33 : Effet de I'équilibre hormonal sur le nombre des feuilles néoformées.
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Le test de Newman-Keuls fait ressortir quatre groupes homogénes, le milieu
Mi6é (1mg /I Kin/0.5mg /Il AlA) est le plus favorable avec un nombre moyen de
feuilles néoformeées de l'ordre de 16 (Annexe 14) (Tableau3.7).

Tableau 3.7: Effet du milieu sur le nombre de feuilles
(Test Newman-Keuls)

Test Newman-Keuls, alpha=0.50
Milieux Moyenne des | 1 2 3 4
de culture | feuilles
néoformées
Mi9 4.35 e
Mid 6.61 b
Mi10 7.19 e o
Mi1 1 7.31 *dkk *kk *kk
Miz 8.06 *kk *kk *kk
M|8 875 dkk dkk *kk
MI? 8-84 *dkek *kk *hk
Mi5 9.48 *dkk *kk *kk
Mi3 10.45 e x
MiO 12.36 o
Mi1 14.33 e
Mi6 16.23 HrE

L’aspect morphologique de quelques microboutures sur milieu optimal Mi6 avec
un nombre de feuilles néoformées important est représenté dans la Figure 3.34,

Figure 3.34 : Aspect des vitro-plants sur milieu Mi6 a la 4™ subculture
(Provenance station de Baraki).



3.3.2. Elongation
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L’analyse de variance montre un effet trés hautement significative

((P=0,000001, P<0,05) du milieu d’allongement sur I'élongation des microboutures

(Figure 3.35).

Milieu de culture; LS Means
Current effect: F(3, 36)=19,964, p=,00000
6,5

6,0
55
5,0
4,5
4,0

3.5

Longueur

3,0
2,5
2,0
15

1.0

0,5
1 2 3 4

Milieu de culture

1 :Ma0=0mg/I

2 :Mal=0,5mg/| de GA3
3 :Ma2=1mg/l de GA3
4 :Ma3=1,5mg/| de GA3

Figure 3.35 : Effet de GA3 sur 'allongement caulinaire des microboutures.

Le test de Newman-Keuls fait ressortir deux groupes homogénes. Le plus

imoprtant comporte le milieu Ma3 (1.5mg/l GA3) qui reste le plus favorable pour

'allongement des microboutures avec une hauteur

(Annexe 15) (Tableau 3.8).

moyenne de 5 cm

Tableau 3.8 : Effet du milieu sur la longueur des microboutures

(Test Newman-Keuls).

Test Newman-Keuls, alpha=0.50

Milieux Moyenne de la |1 2
de culture | longueur caulinaire

MaO 1.90 o

Ma1 2.50 o

Ma2 2.80 o

Ma3 5.00 o
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La Figure 3. 36 montre la longueur des vitro-plants sur milieu Ma3 contenant une

concentration optimale (1.5 mg/l) de GA3.

Figure 3.36 : Aspect des microboutures sur milieu I'élongation Ma3

3.3.3. Rhizogénése

Cette étape est subdivisée en deux parties, I'étape d’induction des primordiums

racinaires en premier temps, puis I'élongation racinaire.

3.3.3.1. Induction des primordiums racinaires
3.3.3.1.1. Sans charbon actif

Notons que durant cette expérimentation, nous n’avons testé l'induction et la

stimulation sur différents milieux de rhizogenése exempte de charbon actif.

» Taux d’enracinement

Un faible taux d’enracinement de 17 et 27% a été enregistré des vitro-plants mis

en culture sur milieu Mr04 et Mr3 respectivement (Figure 3.37). Ce milieu optimal
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Mr3 contient un mélange des hormones de croissance a une concentration
optimale 1mg/l d’AIB et 1mg/l d’ANA.

30%
27%

17%
15%
10%
5%
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

0%

) )
(=] wul
X X

Pourcentage d'enracinement %

Mr0O Mr01 Mr02 Mr3 Mrd Mr5 Mre Mr7 Mr8 Mr9 Mrl0 Mrll M12 M13

Mr01 :Sans hormones, Mr3 : 1mg/l AIB/1mg/l ANA Milieux d'enracinement SC

Figure 3.37 : Effet de I'équilibre hormonal sur 'enracinement des microboutures

(Sans charbon actif).

La figure Figure 3.38 montre I'aspect morphologique des radicelles néoformées
sur le milieu optimal sans charbon actif (Mr3) ou nous remarquons I'’émission des

radicelles courtes, primaires ou secondaires d’aspect filamenteux.



89

Figure 3.38 : Aspect des vitro-plants enracinés (sans charbon actif).
A, B : Vitro-plants enracinés sur milieu Mr3 sans charbon actif
C : Détail de vitroplant enraciné.
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3.3.3.1.2. Avec charbon actif

» Taux d’enracinement

Au terme de 45 jours de culture in vitro, le meilleur taux d’enracinement des vitro-
plants est obtenu sur le milieu Mr3 (1mg/l AIB/1mg/l ANA) ou 50% des vitro-plants
ont pu initier la formation des radicelles. Dans le milieu Mr04 (MS sans hormones
de croissance ou les vitro-plants proviennent du milieu contenant (0,5mg/l d’ANA)

ces derniers se sont enracinés avec un taux plus faible atteignant 37,5 %.

Par ailleurs les vitro-plants mis en culture sur les autres milieux n‘'ont manifesté

aucune aptitude rhizogéne (Figure 3.39).

50%
50%

37,50%
40%

30%
20%
0,
10% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

0% A A A 4 A A 4 4 A

Mr0  MrO1 Mr02 Mr3 Mrd Mr5 Mr6 Mr7 Mr8 Mr9  Mrl0

Pourcentage d'enracinement (%)

Mr01=0mg/I

Milieux d'enracinement AC Mr3=1mg/| AIB+ANA

Figure 3.39 : Effet de I'équilibre hormonal sur I'enracinement des microboutures

(Avec charbon actif).

3.3.3.2. Elongation racinaire

Les résultats obtenus montrent que les milieux Mr04 et Mr3 ont permis de
developper des radicelles dont la longueur moyenne est de 3,66 et 5 cm apres 2

mois de culture respectivement (Figure 3.40).



Longueur moyenne des racines

6 3,66
4 -
2 -
0
Mr0O, Mr3

Milieux

Mr0,=0mg/I
Mr3=1mg/l AIB+ANA
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Figure 3.40 : Effet de I'équilibre hormonal sur la longueur moyenne des racines.

L’aspect des vitro-plants enracinés sur milieu Mr3 avec ajout du charbon actif et

100 mg/ d’acide ascorbique est présenté dans la figure 3.41.

Figure 3.41 :

% ri

44 14 L 4
T maman
e

. ] i
JE27 TEERE TR
L EILRtETERLERL

Aspect des vitroplants enracinés sur milieu Mr3 avec charbon actif.
A : Vitro-plants enracinés sur milieu Mr3 avec charbon actif.

B : Détail de vitroplants enracinés sur milieu Mr3.
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L’enracinement mixte : Les vitro-plants (avec et sans ajout du charbon actif) qui
ont été mis a enraciner n'ont pas réagi (un taux nul a été enregistré) et ce quel
que soit leurs provenance (Tindouf ou Baraki), ils ont flétris aprés un mois de mise
en culture.

En effet la combinaison des deux auxines (1mg/l d’AIB/ANA) utilisée pour

I'arrosage des vitro-plants, ne présentent aucun effet sur I'aptitude rhizogéne.

3.4. Effet d’ecotype sur les caractéristiques morphologique des microboutures

L'effet de I'ecotype (provenance de matériel vegetal (Tindouf et Baraki) sur les
caractéristiques morphologiques des microboutures a été testé pendant 4
subcultures. En effet, 'analyse statistique (Test de Student) effectuée a chaque
subculture révele une difféerence trés hautement significative entre les deux types
de mateériel vegetal utilisés sur la hauteur des microboutures, le nombre de

bourgeons et le nombre de feuilles (P<0,05) (Annexe 16) (Tableau 3.9).

Tableau 3.9 : Effet d’écotype sur le développement des microboutures

subcultures | 14 sybculture 2°me subculture 3®me subculture 4¢me sybculture
Moy | Moy | p Moy | Moy | p Moy Moy p Moy Moy p
PB | PT PB | PT PB PT PB PT
parametre
Hauteur 236 | 1.44 | 0.00 | 1.83 | 0.91 | 0.00000 1.47 1.06 0.000 | 2.27 1.59 0.00
000 08 003
Nb. 367 | 3.00 | 0.04 | 431 | 3.29 | 0.01779 | 4.05 2.94 0.000 | 4.76 | 2.89 0.00
de 354 07 000
bourgeons
Nb. 9.77 | 666 | 0.00 | 125 | 9.15 | 0.00001 14.07 | 11.67 | 0.004 | 16.81 | 14.43 0.00
de 071 7 90 009
feuilles

PT : Provenance de Tindouf
PB : Provenance de Baraki
Nb. :Nombre

Moy : Moyenne.

P : Probabilité.
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3.5. Acclimatation

Les plantules obtenues par culture in vitro sont trés fragiles, elles nécessitent
une pré-acclimatation, suivie aprés quelques jours d’une acclimatation, avant de

les placer dans des conditions naturelles.

En ce qui concerne I'étape de pré-acclimatation qui a duré 20 jours, les
plantules ont été placées dans une chambre de culture a une température de
25 + 2°C sous une photopériode de 16/8h.

Elles sont recouvertes d’'un sachet en plastique transparent afin de créer un
micro-climat humide. Le substrat utilisé se compose de tourbe, de perlite et
d’endocarpe des graines d’arganier broyées a raison de (1:3 :1; v/v) est enrichi

par les micro-elements et les macro-eléments du milieu MS (Figure 3.42).

Figure 3.42 : Aspect des plantules d’arganier en acclimatation.
A : Aprés 20 jours (pré-acclimatation).
B : Aprés 50 jours (acclimatation).
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Au terme de 20 jours de pré-acclimatation le taux de reprise est de 90%. Le
nombre moyen de feuilles est de 14 par plantule, le nombre de bourgeons est de
8. La hauteur mesurée de la partie aérienne a atteint 14 cm. A partir de 50 jours
d’acclimatation, les plantules s’allongent et forment de nouveaux bourgeons et de

nouvelles feuilles vertes plus larges a celles déja formeées in vitro (Figure 3.43).

25

v
g A 21
jon
g 20
& 16
] 14
& 15 13
5 11
= 9
» 10 8 713
@ 5 5,9
0 >
£ 5
°
&

0

0 10 20 30 40 50 60

Temps (semaine)

—8— Nombre moyen des feuilles —&— Nombre de bourgeons

Hauteur de la partie aérienne (cm)

Figure 3.43 : Suivi de plantules acclimatees.

3.6. Etude histologique

Les tissus observés aux différents grossissements du microscope photonique
(%40, x100 et x400) et confirmés par Saidi, 2020 du département de biologie
(communication personnelle) sont représentés dans les Figures 3.44, 3.45, 3.46,
3.47, 3.48, 3.49 et 3.50.

3.6.1. Entre-nceuds

Les observations des différentes coupes realisées nous ont permis l'identification,
ainsi que I'organisation des tissus des entre-noeuds d’Argania spinosa L., ou nous
distinguons de I'extérieur vers l'intérieur les tissus suivants :

v L’épiderme, constitué par une seule assise de cellules protegeant les

tissus internes, entourant le parenchyme cortical.
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v Le parenchyme cortical qui est composé des cellules arrondies
iso-diamétriques a meéats et des canaux sécréteurs entourés par des petites
cellules, ce sont éventuellement des cellules sécretrices en forme d’étoiles (méme
constatations pour les entre-nceuds obtenus in vitro et in vivo).

v Les tissus conducteurs a savoir le phloeme puis le xyleme (spirale€), situe
au-dessus du parenchyme medullaire.

v Le parenchyme médullaire ou moelle se trouve a l'intérieur de la coupe,
formeé des cellules arrondies avec la présence de meéats bien visibles

(Figures 3.44, 45 et 46).

L’épiderme

Parenchyme
cortical

Phloéme

Xyléme

Canal
sécréteur

Parenchyme
médullaire

Figure 3.44 : Coupe transversale d’entre-nceud in vitro (Gx100).
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Phloéme

Xyléme

Xyléme
spiralé

(x400)

Figure 3.45 : Détail d'un faisceau conducteur d’entre-nceud de vitro-plants
A : Faisceau cribro-vasculaire, B : xyléme spiralé (Gx400).
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Parenchyme
cortical
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Figure 3.46 : Coupes au niveau d’entre-nceuds du rameau provenant de Tindouf.

A : Coupe longitudinale montrant un xyléme spiralé (Gx100).

B : Aspect d'une coupe transversale au niveau d’un entre noeud in vivo (Gx100).
C : Aspect d'une coupe transversale au niveau d’un entre nceud in vivo (Gx400).
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3.6.2. Feuilles

Les coupes histologiques des feuilles nous ont permis d’identifier I'existence de
deux épidermes et une couche de cuticule recouvrant ce dernier, elle est fine chez
les folioles obtenues in vitro et plus épaisse chez celles rencontrées in vivo.

Entre ces deux épidermes, nous avons une organisation de différents tissus, sous
I'épiderme ventral nous avons un parenchyme chlorophyllien palissadique suivi
d'un parenchyme chlorophyllien lacuneux qui est en relation avec I'épiderme
dorsal. Nous avons également signalé la présence des tissus conducteurs au
niveau de la nervure principale et des nervures secondaire, formés de xyléme et
de phloeme (Figures 3.47 et 48).

Epiderme dorsal

Eniderme ventral

Phloéme

Xyléeme

Figure 3.47 : Coupes transversales au niveau de folioles in vitro d’arganier.

A : Coupe transversale au niveau de folioles (Gx100).
B : Coupe transversale au niveau de la nervure principale (Gx400)



Liber

Bois

Epiderme ventral

Epiderme
dorsal

Parenchyme
chlorophyllien
lacuneux

Cuticule

Parenchyme
chlorophyllien
palissadique

Parenchyme
chlorophyllien
lacuneux

Parenchyme
chlorophyllien
palissadique

(x400)

Figure 3.48 : Coupe transversale au niveau de la feuille d’arganier
(Végétal adulte provenance de Tindouf).

A : Coupe transversale in vivo (Gx100).

B : Coupe transversale in vivo montrant les parenchymes chlorophylliens (Gx400).
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3.6.3. Racines
Les coupes histologiques des racines obtenues in vitro mettent en évidence

I'existence de I'extérieur vers l'intérieur :

v Un rhizoderme entourant un parenchyme cortical formé de cellules
isodiamétriques a méats.

v L’endoderme est observé dans le cercle central, il est composé d'une
couche de cellules epaisses entourant le péricycle.

v Les tissus conducteurs (péle ligneux) formés de phloéme alterné par le

metaxyleme et le protoxyleme (Figure 3.49 B).
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Rhizoderme

Parenchyme
cortical

Phloéme

Xyléme

. Endoderme

Péricycle

Meétaxyleme

Protoxyléme

Figure 3.49 : Coupes transversales au niveau d’'une racine neoformee in vitro.
A : Aspect d’'une coupe histologique in vitro (Gx100).
B : Faisceau cribro-vasculaire in vitro (Gx400).
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v Les coupes in vivo montrent l'installation des structures secondaires ou
nous constatons que le xyléme est repoussé vers le centre de la racine, la
structure secondaire prend place en I'occurrence le bois (Figure 3.50).

Bois

Figure 3.50 : Coupe transversale au niveau d’une racine d’arganier de Tindouf
(Gx400).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

PREMIERE PARTIE : GERMINATION

4.1. Germination

La germination est un phénomeéne biologique trés complexe qui nécessite
la maitrise et l'identification des facteurs a l'origine. Dans notre recherche, nous
nous sommes intéressés a la détermination des conditions optimales de
germination in vitro des noix possédant une coque ligneuse ainsi que des
amandes d'Argania spinosa L. Les graines sont désinfectées afin de les
débarrasser des micro-organismes qui inhibent la germination et le bon

developpement des plantules.

La stérilisation du matériel végétal avant la mise en culture est délicate, le
degré d’'infection des tissus en surface est trés variable.

Boccon-Gibod, (1989) [92] souligne que des essais de stérilisation sont
necessaires en combinant difféerents produits chimiques pour éliminer toute trace
de micro-organismes pouvant nuire a la germination des graines.

Pour cela, nous avons testé lors de notre expérimentation différentes

combinaisons de produits chimiques (éthanol a 70°, hypochlorite de sodium).

Nous avons enregistré pour les noix pré-traitées, un faible taux de
contamination variant entre 10 a 30% (pour tous types de traitement de
désinfection testés). Cette écart (10 a 30%) peut étre di a une mauvaise aseptie
lors des manipulations entreprises sous hotte a flux laminaire. La contamination
est inversement proportionnelle a la durée de trempage des noix dans l'eau
oxygenee (H:20:2). Elle peut s’expliquer par I'effet de 'eau oxygénée considérée
comme un puissant désinfectant sur I'élimination des micro-organismes. En effet,
c’est un produit qui libére des radicaux libres oxydant trés fortement et rapidement

la matiere organique (MO).

Notons que ce désinfectant a inhibé la germination des noix mises dans un
milieu eau gélosée (EG), ce résultat négatif a été enregistré, pour tous les

pre-traitements et les traitements de désinfection testés. Certains changements
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morphologiques ont été enregistrés aprés 20 jours de mise en germination avec
un gonflement, éclatement des téguments de noix et apparition de I'amande sur la
moitié des noix testées (50%). Nous avons remarqué un arrét de developpement

de ces derniéres au bout de de 20 jours.

L'obstacle majeur de cette germination peut s’expliquer, par la nature des
téeguments lignifiées et osseux empéchant la pénétration de l'eau et le
ramollissement des tissus [93]. Il a été également évoqué comme principal
probleme par d'autres chercheurs notamment khelifi et al., (1996) [94]. Nous
pouvons également déduire que la durée d'exposition des graines aux produits
chimiques (H20:2et NaClO) peut aussi les alterer et brdler.

Par ailleurs, Renard, (1975) [95] note d’autres difficultés, en signalant que parmi
les graines mises en essais (mémes conditions d’expérimentation) certaines ne
germent pas a cause de la durete du tégument et/ou les facteurs endogenes

inhibiteurs ou dormants.

Dans ces conditions, il est indispensable d’optimiser les conditions pour la
germination in vifro des graines darganier, pour cela, durant notre
expérimentation nous avons testé la scarification mécanique pour extraire

'amande et la mettre a germer directement aprés I'avoir désinfectée.

En ce qui concerne, la stérilisation des amandes nous avons enregistré un
pourcentage de contamination des amandes trés faible, il est nul pour la quasi-
totalité des traitements de desinfection testés (T2 (NaClO a 8° pendant 10mn), T3
(NaClO a 8° pendant 15mn) T4 (NaClO a 16° pendant 5mn) T5 (NaClO a 16°
pendant 10mn) et T6 (NaClO a 16° pendant 15mn), il est de 10% pour le
traitement T1 (NaClO a 8° pendant 5mn). Ce faible taux de contamination revele
I'efficacité du NaClO a 8° comme produit désinfectant des amandes d’arganier qui

sont moins exposees aux agents pathogénes a l'intérieure de la coque.

Le taux de germination des amandes aprés scarification mécanique des
teguments, est tres important, avec un optimum de 100% pour les amandes

désinfectées par trempage pendant 5 mn dans NaClO a 8° (T1). Le pourcentage
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de germination est amélioré par la levée de la dormance tégumentaire aprés

scarification mécanique.

Nous pouvons déduire que [lutilisation de milieu eau gélosée (EG) est
largement suffisante pour déclencher la germination in vitro des amandes
d’arganier et la croissance des vitro-semis [82] et [94]. En effet, Lafron et al.,
(1998) [88] signalent que les réserves sont activement métabolisées pour assurer

normalement la croissance des plantes.

DEUXIEME PARTIE : MICROPROPAGATION PAR MICROBOUTURAGE

4.2. Etapes de microbouturage

L'utilisation de I'nypochlorite de sodium NaClO a 8° pendant 10 mn a permis
d’avoir un taux de contamination nul (0%) des explants provenant de Tindouf mis
en culture sur la quasi-totalité des milieux testés. En revanche, le faible taux de
contamination fongique qui a été enregistre 10 et 30 % pour le milieu (Mi1) et le
milieu témoin (Mi0) pourrait s’expliquer par des erreurs de manipulation.

La composition des milieux de mise en culture joue un réle tres important
dans la culture in vitro. Certains d’entre eux stimulent les processus du
developpement in vitro, d’autres par contre ont peu d’influence sur le
débourrement [96] [97] [98] [99] [100].

Nous avons sélectionné le milieu MS comme milieu de base le plus favorable
au débourrement des bourgeons axillaires d’A spinosa L. (avec un taux de
debourrement de 70 et 100% pour les deux types de végetal provenant de Tindouf
et Baraki comparé au milieu Gamborg (B5) et Woody plant medium (WPM). En
effet, [51] [4] [9] préconisent d’employer ce milieu de Murashige et Skoog qui
induit un bon développement de pousses de plus de 5 cm chez certains clones.
Notons également que le milieu MS est caractérisé principalement par une trés
forte teneur en azote dont le tiers est apporté sous forme réduite (ions NH*4) et
une concentration élevée en potassium (K*). Ces deux composants, interviennent
fortement dans le développement des plantes. En outre, I'azote est I'élément
minéral qui favorise le développement végetatif, tandis que le potassium favorise

la division cellulaire [101].
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Pour I'étape d’initiation, les résultats obtenus ont montré des réactions trés
différentes du comportement des explants suivant les régulateurs de croissance
utilisés. Le meilleur taux de débourrement (100%) des bourgeons axillaires a ete
enregistré pour les combinaisons (1.5 mg/IKin/0,5 mg/IAIA) et (1 mg/l Kin /0,5 mg/I
AlA) du milieu Mi6 cette association a fourni des vitro-plants vigoureux ayant un

port dressé avec un appareil végétatif vert et dense.

Selon Margara, (1982) [101] les cytokinines associées aux auxines,
favorisent genéralement la prolifération in vitro des méristemes préexistant ce qui
explique le meilleur taux de débourrement des bourgeons. Mais chez I'Argania
spinosa L. l'utilisation de la Kinétine a donné des taux de débourrement trés
interessants compares aux BAP. L’application du BAP ou Kin séparéement n'a pas
amélioré le taux de débourrement des bourgeons axillaires, mais au contraire
provoque une baisse de ces taux. Une tendance similaire a également été signale
au niveau de plusieurs autres plantes ligneuses lors d'utilisation de la BAP seule
[102] [103].

Par contre, le meilleur taux de debourrement enregistré atteignant 70 et
100% respectivement pour les explants provenant de Tindouf et Baraki est obtenu
sur le milieu Mi0 (témoin sans hormones de croissance) pourrait s'expliquer par
I'existence de I'apport interne des régulateurs de croissance qui sont utilisés par
I'explant.

Concernant  I'étape d’élongation caulinaire, plusieurs  auteurs
(Chlyah et Demarly, 1993) [104] signalent que la phase d’'allongement prealable
a l'enracinement peut étre indispensable. Au cours de cette phase, l'acide
gibbérellique peut étre un activateur de I'enracinement notamment chez le Prunus
myrobolan et chez le Pinus mugho. Dans notre experimentation sur I'Argania
spinosa L. , lutilisation de GA3 a amelioré significativement I'allongement
caulinaire a la concentration de 1.5mg/l GA3 (Ma3) avec une longueur moyenne
de 4.7et 5 cm des deux types de végétal utilisé provenant de Tindouf et de Baraki

respectivement.
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Par contre, certains auteurs tel que Lamaoui, (2015) [105] a signalé
I'inefficacité de 'hormone de croissance GA3 sur I'élongation des tiges d'Argania
spinosa L. lors d'utilisation des faibles concentrations (0.1, 0.5, 1 mg/l). Les
résultats obtenus ont montré que GA3 était inefficace sur I'élongation des tiges.

Au terme de la phase d’induction des racines, qui a duré deux mois, l'apport
combiné de deux auxines I'AIB et 'ANA, a concentrations égales dans le milieu
Mr3 a donné le meilleur pourcentage d’induction racinaire avec un taux de 36 %
pour les explants de Tindouf et 50 % pour ceux de Baraki. L'aptitude a
I'enracinement décroit également avec 'augmentation de 'age du végétal, a partir
duquel sont preleves les explants [106]. Nous déduisons que pour I'obtention de
plantules enracinées, il est judicieux d’utiliser un matériel vegeétal juvenile.

Ces résultats obtenus concordent avec ceux de Lamaoui, (2015) [105] qui a

utiisé la méme combinaison hormonale permettant d’enregistrer un taux de
54.85%. lls sont en accord également avec les travaux de Bousselmame et al.,
(2001) [107] qui obtiennent un taux plus élevé de 85%, avec la méme
combinaison (AIB/AIA), mais a une concentration plus élevée de 5 mg/l. En outre,
Sané et al., (2001) [108] trouvent que, I'apport de 'ANA et I'AIB simultanément
sont nécessaires, pour induire la formation des primordiums racinaires chez
Acacia raddiana.
Une telle stimulation de I'enracinement in vitro sous l'effet de I'association des
deux auxines (AIB / ANA) a déja éte observee chez Vitis labrusca [109]
(Lewandowski, 1991), Gmelina arborea [110] (Sen et al., 1992), Quercus sp.
(Ostrolucka et Bezo, 1994) [111] et Fraxinus excelsior (Silveira et Cottignies,
1994) [112]. Certaines especes comme Artocarpus heterophyllus, I'utilisation de la
combinaison hormonale englobant trois auxines en méme temps (AIA/AIB/ANA) a
concentrations égales donne une meilleure rhizogenése [113].

Le transfert des vitro-semis d'un milieu contenant des régulateurs de
croissance a un autre milieu neutre Mr01 (sans hormones) a permis d'obtenir
37,5% des pousses enracinées de provenance de Baraki. D’aprés Zryd, (1988)
[60] la rhizogenése peut étre déclenchée chez certains types de plantules lors du
transfert de sub-culture d’un milieu qui contient des hormones de croissance vers
un autre milieu sans hormones ce qui confirme les résultats obtenus dans notre

étude chez I'arganier (Argania spinosa L.).
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Les plantules enracinées ont montré un taux de reprise intéressant atteignant
les 90% au bout de 20 jours de pre-acclimatations. Cette étape est un autre defi
particulier qui est tributaire de la qualité du systeme racinaire. Ces plantules ont
montré un développement particuliérement, lent. Au bout de 50 jours
d’acclimatation la hauteur moyenne de la partie aérienne a atteint 7.3 cm avec
néoformation de 13 bourgeons axillaires et 21 feuilles plus larges que celles

obtenues in vitro sur un ensemble de 60 plantules mises en culture.

A partir des résultats obtenus, I'étude histologique des différentes parties
d’arganier (entre-nceuds feuilles et racines), nous a permis de bien connaitre les
difféerents tissus d'Argania spinosa L., et leurs disposition, ces derniers sont
similaires pour les vitro-plants et pour le matériel végétal adultes en provenance

de Baraki et Tindouf respectivement.
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CONCLUSION

Les arganiers poussant spontanement a Tindouf (sud-ouest Algérien)
subissent des coupes illicites bien marquees ainsi qu’un surpaturage depuis fort
longtemps, car l'aire naturelle de l'arganeraie est considérée comme un champ
ouvert pour les animaux (cheptel) et les nomades, si son intérét écologique dans
la lutte contre la désertification est immense, sa réputation dans la composition
des produits cosmeétiques et ses bienfaits pharmaceutiques n’est plus a
démontrer. Malgré tous ces intéréts, cette espéce précieuse est en régression
dramatique irréversible. Pour cela, la maitrise des techniques de multiplication
d’arganier est nécessaire pour régenerer et préserver cette espece endéemique de
I’Algérie en voie de disparition.

A lissue des essais de germination in vitro des graines d'arganier entrepris,
nous avons constaté que ces dernieres ne présentent pas de probleme de
dormance. En revanche, elles sont affectées d’'une inhibition tégumentaire qui
pourrait étre éliminée par une simple scarification mécanique des téguments. Les
principaux résultats obtenus de cette étape montrent une absence de germination
des noix pré-traitées par I'eau oxygenee et mis en culture sur milieu eau gélosée
comprarés a [l'utilisation des amandes d’arganier stérilisées elles aussi par
I'hnypochlorite de sodium (NaClO : 8°/5 mn). Nous avons enregistré un meilleur
pourcentage de germination des amandes atteignant les 100% avec
developpement des vitro-semis sur le milieu eau gélosée EG.

Pour la phase d'initiation, nous avons constaté que [utilisation de milieu MS
additionné a des combinaisons hormonales (1.5mg/IKin/0,5mg/IAIA)
(1mg/IKin/0,5mg/IAIA) donne les meilleurs taux avec 70 et 100% de débourrement
des bourgeons axillaires des explants provenant de Tindouf (PT) et Baraki (PB)
respectivement. Ces phytohormones assurent ainsi, un bon développement des
vitro-plants atteignant une hauteur de 2.44 et 1.96 cm, avec un nombre moyen
des bourgeons neoformes de 5 et 8 et un nombre moyen de folioles de 'ordre de
11 et 16 respectivement pour les deux provenances de matériel végétal, apres
quatre subcultures.

La phase d’élongation, nous a permis de sélectionner la concentration optimale
(1,5 mg/l) de gibbérelline (GA3) favorisant ainsi I'élongation caulinaire qui atteint

4.7 et 5 cm pour les deux provenances de vegeétal (Tindouf et Baraki).
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Concernant la phase d’enracinement, l'utilisation du milieu MS/2 contenant 0,5 g
de charbon actif, et deux auxines associées a concentration égale (1mg/l AIB
/1mg/l ANA) a permis l'induction de primordiums racinaires des vitro-plants avec
un taux de 36 et 50 % respectivement pour le veégétal de Tindouf et Baraki.

L’élongation des radicelles est effectuée, avec succés, sur milieu MS/2 sans
régulateurs de croissance contenant 0,5 g de charbon actif et 100 mg d’acide
ascorbique. Au terme de deux mois d’allongement racinaire nous avons enregistre
une longueur moyenne des racines de 5 et 7,5 cm.

Les plantules enracinées sont acclimatées, elles présentent un taux de
reprise treés intéressant atteignant 90%.
Ces resultats meritent d'étre poursuivis et approfondis. Il est souhaitable dans le
cadre d'une recherche future et en perspectives d'axer les travaux sur les points
suivants :

o Optimisation de la germination en maitrisant les paramétres physico-
chimiques (Température de la chambre de culture et pH de milieu de
culture);

e Mise au point des techniques de mycorhization des jeunes plants
acclimatés, lors de la transplantation ;

¢ Sélectionner les conditions optimales de transplantation, avec un suivie de
plantules transplantées dans leurs habitat naturel ;

e Lancer un projet national de plantation d'arganier, espéce rustique et
toléerantes aux stresses abiotiques pour ralentir l'avancée de la

désertification et relancer 'économie nationale.
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ANNEXES
Annexe 1 : Composition chimique du milieu de germination

Tableau 1 : Composition minérale de I'eau N'Gaous
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Composition mg/I

Calcium 143
Magnésium 65,4
Sodium 63,4
Potassium 3,76
Sulfates 44,4
Fluor 1,20
Nitrates 2,07
Nitrites 0,00
Chlorures 75

pH 7,66
Résidus secs a 180°C 962

Annexe 2 : Préparation des solutions meres de milieu MS et Gamborg et WPM

- Préparation de la solution mere de macroéléments et microéléments de

milieu MS

Elle consiste a :
» Verser 400 ml d’eau distillée dans une fiole jaugée de 1I;
Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (A) et (B),

>
» Compléter la solution a 11 avec I'eau distillée,
>

Transférer la solution dans un flacon, identifier le, puis ranger le au

refrigérateur.

- Préparation de la solution mére de Fe-EDTA (milieu MS)
Elle consiste a:

» Verser 400 ml d’'eau distillée dans une fiole jaugée de 1I;
Chauffer jusqu’a ébullition ;
Couper la source de chaleur;
Ajouter le Naz2 EDTA et mélanger jusqu’a dissolution ;
Ajouter FeSo4-7 H20;

Compléter la solution a 1 | avec 'eau distillee ;

YV ¥V VYV V¥V VY
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» Transférer la solution dans un flacon, identifier le, puis ranger le au
réfrigérateur.
- Préparation de la solution mere des vitamines (milieu MS)
La préparation de la solution mere consiste a :
» Verser 40 ml d’eau distillée dans une fiole jaugée de 100 mi;
» Peser et dissoudre les vitamines indiquées (D);
» Completer la solution a 100 ml avec I'eau distillée ;
» Transférer la solution dans un flacon, identifier le, puis ranger le au

réfrigérateur.

Lors de la préparation des solutions meres, les difféerents eléements sont apportés
dans l'ordre decroissant de leur concentration afin d'éviter tout risque de
précipitation. Ensuite toute les solutions méres sont étiquetées, puis conservées
au froid (4°C) et a I'abri de la lumiere.

- Préparation des solutions meéres du milieu Gamborg

La composition minérale, ainsi que les le volume a prélever, de milieu Gamborg
est rapporté en-dessus.
Préparation des solutions meéres (A, B, C, D, E, F et G) de milieu Gamborg
Elle consiste a:

» Verser 400 ml d'eau distillée dans une fiole jaugée de 1I;

» Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (A) (B) (C) (D) (E) (F) (G) ;

» Completer la solution a 1 | avec I'eau distillée ;

» Transférer la solution dans un flacon, identifier le, puis ranger le au

réfrigérateur.

Préparation des solutions meéres (A, B, C, D, E et F) de milieu WPM

Le milieu décrit ci-dessus a été réalisé plusieurs fois a partir de solutions méres.
Ces solutions méres sont au nombre de 8. Il s’agit des solutions A, B, C, D, E, F,
GetH

Ces solutions méres ont été préparées avec de l'eau ultra-pure et ont été

conservees a faible température afin de retarder la prolifération bactérienne.
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Annexe 3 : Dilution d’alcool

Tableau 2 : Tableau pour la dilution d’alcool (Table de Gay-Lussac)

Concentration initiale

| 100 99 98 | 97 96 | 95 | 90 85 | 80 75 70 65 60 | 50

Concentration 95 6,5 515 383 2,53 1,25 |
finale 90/13,25 11,83 10,43 9,07 7,73 6,41

8520,54 19,05 17,58 16,15 14,73 |13,33 |6,56
8028,59 27,01 25,47 23,95 22,45 [20,95 |13,79 6,83
75/37,58 359 34,28 32,67 31,08 |29,52 |21,89 |14,48 7,2
70/47,75 45,98 44,25 42,54 (40,85 (39,18 31,05 |23,14 |15,35 7,64
65/59,37 57,49 55,63 53,81 52 |50,22 41,53 33,03 |24,66 16,37 8,15
6072,82 70,80 68,8 65,85 64,92 |63 |53,65 |44,48 35,44 [26,47 17,58 8,76
5588,6 86,42 84,28 82,16 80,06 |77,99 |67,87 |57,9 48,07 |38,32 28,63 19,02 9,47 |
50/107,44 105,08 102,75 100,44 98,15 (95,89 (84,71 73,90 (63,04 52,43 41,73 |31,25 20,47
45/130,26 127,67 125,11 /122,57 120,06|117,57 105,34 93,30 81,38 69,54 57,78 |46,09 34,46 |11,41
40/158,56 155,68 152,84 150,02 147,22|144,46|130,8 117,34|104,01/90,76 77,58 64,48 51,43 |25,55
35/194,63 191,39 188,19 185,01 |181,85/178,71|163,28 |148,01 132,88/117,82 102,84 87,93 |73,08 |43,59
30|242,38 238,67 234,99 231,33 227,70 224,08 (206,22 |188,57|171,05 153,61 136,04|118,94 101,71 67,45
25|308,9 304,52 300,18|295,86 291,56 |287,28|266,12 |245,15/224,3 203,61 182,83|162,21 141,65|100,73
20408,5 403,13 397,79 392,47 387,17|381,9 |355,8 329,84/304,01|278,26 252,58 |226,98|201,43|150,55
15/574,75 567,43 560,53 553,55 546,59|539,66 505,27 471 436,85 402,81 368,83 334,91 301,07|233,64
10/907,09 896,73 886,4 |876,1 865,15(855,15/804,5 |753,65|702,89 652,21 601,6 |551,06/500,50|399,85

Les chiffres en noir indiquent la quantité d’eau en ml a ajouter a 100 ml d’alcool de

concentration initiale x (en bleu) pour obtenir la concentration désiree.

Annexe 4 : composition chimique d'endocarpe d’arganier

La composition chimique de la coque s’est révelée riche en fibres ADF. L'extrait
non azoté est assez important et renferme probablement plusieurs classes de
metabolites secondaires comme les saponosides (Tableau 3). En effet, 4
saponosides ont ete isolé par I'équipe de Charrouf, (2009), dont 2 (Arganines M et
N) sont nouvelles (Alaoui et., al 2002) [114]. Les autres sont aussi présentes
dans la pulpe du fruit (arganine K et Mi-saponine A). Ces saponosides ont la
méme aglycone que celle du tourteau et different uniquement par la partie
osidique (Figure 1). Les élements minéraux sont donnés au (Tableau 4)
(Charrouf et Pioch, 2009) [115].

Tableau 3 : Composition de I'endocarpe de I'arganier (% pondéral/matiere seche)

Matiére Fibre ADF Protiénes Extrait éthéré | Extractif non
organique brutes azoté
99.1 73.6 3.3 2.7 19.5

ADF: Acid detergent fiber



Tableau 4 : Composition en éléments mineraux de I'endocarpe d’arganier
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Ca P Na K Mg Cu Zn Fe
a’kg a’kg a/kg a/kg a/kg mg/kg | mg/kg mg/kg
0.9 0 0.6 4.5 0.2 1.7 6.1 143.3

Arganine

Annexe 5 : Etude histologique

Arganine

Préparation des coupes histologique de différent organe

Figure 1 : Arganine K, Mi-saponin A, Arganine M,t Arganine N [115].

Selon Coujard et al., 1980 [116]les coupes histologiques sont des tranches

d'organes ou de tissus que I'on assimile a des sections planes au moment de

'observation.

Nous avons suivi les trois étapes fondamentales et qui sont




129

v" Fixation des organes
v" Inclusion des organes dans la paraffine

v Coloration des coupes [79].

- Fixation

La fixation est I'étape la plus importante de la préparation histologique, sa
reussite est prépondérante. Elle consiste a figer a un moment donné des cellules,
tissus, organes ou fragments d’organes dans un état aussi proche que possible de
I'état vivant [116].

Le but de la fixation histologique est d'immobiliser les structures cellulaires. Cette
opération permet la confection des coupes.

Les fixateurs sont généralement des substances toxiques (un mélange acide-
base). lls possédent un pouvoir pénétrant trés élevé, et leur mode d’action est
basé sur la coagulation ou la précipitation des protéines membranaires.

Nous avons utilisé le formol, alcool, acide acetique (FAA). Il est compose de :

- 8 volumes d’éthanol

-1 volume de formol

-1 volume d’acide acétique

Un passage sous vide pendant 1 heure est nécessaire pour assurer une
pénétration rapide du fixateur dans les tissus et I'élimination de I'eau des cellules.
Le temps de fixation est de 48 heures, le fixateur est remplacé par 'alcool 70°.
Inclusion des organes dans la paraffine

L’inclusion n'est pas seulement un enrobage. Il est souhaitable pour la
confection des coupes que la piéce incluse posséde la méme consistance que
'ensemble du bloc, c'est-a-dire que le matériel d’inclusion infiltre totalement la
piéce avant de se solidifier [116].

Le matériel ordinaire d’inclusion est la paraffine, mais la piéce fixée est
presque toujours aqueuse et la paraffine n’est pas miscible a I'eau. Elle ne peut
donc pas la remplacer directement. On doit proceder a la déshydratation en
utilisant des bains successifs d’'alcool de concentration croissante dans lesquels
I'eau peut diffuser. De I'alcool absolu on passe aux bains de toluéne ou de xyléne.
Ces bains sont nécessaires car la paraffine y est soluble, ce qui permet d’infiltrer
totalement la piece avant de couler le bloc qui la contiendra et durcira par simple

refroidissement [116].
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-Déshydratation
La déshydratation consiste a éliminer I'eau qui se trouve dans des tissus par des
passages successifs des explants dans des bains d'éthanol a concentration
croissante mais a des temps d’exploitation différents.

+ Ethanol 95° pendant 1 heure.

+ Ethanol 95° pendant 30 minutes.

+ Ethanol 100° pendant 45 minutes.

+ Ethanol 100° pendant 45 minutes.

+ Ethanol 100° pendant 1 heure.
-Imprégnation
L’imprégnation par le toluéne permet d’éliminer toute trace d’'éthanol, et cela pour
une meilleure pénetration de la paraffine dans les tissus. Cette étape se fait a
chaud dans la paraffine dont le point de fusion se situe entre 54 °C et 56 °C pour
le maintient de la paraffine a I'état liquide.
Les étapes sont les suivantes :

+ Toluéne + alcool (1 volume+ 1 volume) pendant 30 minutes

+ Toluéne pur pendant 30 minutes

+ Toluéne pur pendant 30 minutes

+ Toluéne pur pendant 1 heure

+ Toluéne + paraffine (1 volume + 1volume) pendant 30 minutes

+ Paraffine pendant 1 heure

+ Paraffine pendant 1 heure

+ Paraffine pendant une nuit.
Les quatre derniéres étapes ont lieu dans I'étuve réglée a 56 °C.
-Inclusion a la paraffine
La paraffine est coulée a chaud dans des moules métalligues qui s’associent a
des casettes en plastique servant a maintenir les blocs de paraffine.
Nous y plongeons rapidement I'explant avec une piéce préalablement chauffée,
tout en orientant I'explant dans le sens de la coupe désirée.
La polymérisation de la paraffine a température ambiante aboutit a I'obtention de

blocs préts a étre coupés.
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-Confection et étalement des coupes

Avant de passer a la confection des coupes, les blocs sont d’abord taillés a l'aide
d’'un scalpel jusqu'a I'apparition des organes.

La confection des coupes est réalisée a 'aide d’'un microtome de type « LEICA ».
Les coupes sont réalisées dans un laboratoire ou la température ambiante se
situe entre 20 et 25 °C. Elles présentent une épaisseur de 10 pm.

Une fois les coupes faites, les rubans sont placés sur des lames propres
nettoyées dans bain d’alcool et séchées a 'aide du papier absorbant. L’étalement
se fait avec de lI'eau gélatineuse filtrée (5 g de gélatine dans 100 ml d’eau
distillée).

Les lames sont mises sur une plaque chauffante afin d'étaler les coupes évitant

leur plissement. Elles sont ensuite égouttées et etiquetées.

Figure 2 : Confection des coupes et préparation des rubans

- Déparaffinage
Le deparaffinage sert a enlever la paraffine des tissus pour faciliter la pénétration
des colorants. Pour ce fait, les étapes suivantes sont nécessaires :
+ Toluéne pur pendant 15 a 20 minutes sur la plaque chauffante
Toluéne pur pendant 10 minutes
Toluene pur pendant 10 minutes
Alcool absolu pendant 10 minutes

Alcool absolu pendant 10 minutes

+ + 4+ + o+

Alcool absolu pendant 10 minutes
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+ Alcool absolu + formol (4 volume/1volume) pendant 5 minutes

+ Rincage a I'eau courante.

- Réhydratation
Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent d’abord subir
une réhydratation. Celle-ci est effectuée aprés déparaffinage des coupes (par la
chaleur et des bains de toluéne) en immergeant les lames dans des bains d’alcool
de degre decroissant puis dans I'eau distillée.

- Coloration
La coloration topographique permet, par leurs affinités différentielles, de colorer
les tissus avec des couleurs différentes [117].
Il existe plusieurs, dont la double coloration qui est la plus courante et la plus
utiliser.
Cette technique permet de distinguer les tissus dont la paroi est essentiellement
pecto cellulosique (coloration rose a rouge) de ceux dont la paroi est imprégnée
de lignine ou de substance proche (coloration verte) [117].
Nous avons utilisé le protocole développé au sein du laboratoire de biotechnologie
végetale.
Les observations sont réalisées a l'aide d’'un microscope photonique de type
« LEICA ».

Annexe 6: Moyenne de longueur des vitro-semis en fonction de traitement de

désinfection.

Traitements de désinfection (moyenne)

F(5.72)=1.51, p=0.19

Traitements de | Hauteur moyenne | Hauteur des | Hauteur des | Hauteur des

désinfection des vitro-semis vitro-semis vitro-semis | vitro-semis
Std.Err -95.00% +95.00%

T 33.92 2.89 28.14 39.69

T2 31.76 2.89 25.99 37.54

T3 29.61 2.89 23.83 35.39

T4 29.07 2.89 23.30 34.85

T5 23.30 2.89 17.53 29.08

T6 30.00 2.89 24.22 35.77
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Annexe 7: Moyenne de folioles des vitro-semis en fonction de traitement de

désinfection.

Traitements de désinfection (moyenne)
F(5.72)=1.92, p=0.10

Traitements de | Nombre moyen | Nombre de | Nombre de | Nombre de
désinfection des feuilles feuilles feuilles feuilles
Std.Err -95.00% +95.00%
T 28.15 2.82 22.53 33.77
T2 21.92 2.82 16.30 27.54
T3 21.23 2.82 15.60 26.85
T4 27.30 2.82 21.68 32.93
T5 18.00 2.82 12.37 23.62
T6 25.07 2.82 19.45 30.69
Annexe 8: Moyenne de hauteur microboutures en fonction milieu de

débourrement (Provenance de Tindouf).

Milieux de culture (moyenne)

F(12.53)=2.31, p=0.006

Milieux Hauteur Hauteur des | Hauteur des | Hauteur des
moyenne des | microboutures | microboutures | microboutures
microboutures | Std.Err -95.00% +95.00%

Mo 1.13 0.31 0.50 1.75

M1 1.74 0.18 1.37 2.10

M2 1.87 0.19 1.48 2.25

M3 1.86 0.20 1.46 2.25

M4 1.80 0.24 1.33 2.28

M5 1.59 0.22 1.15 2.02

M6 244 0.16 2.10 2.77

M7 2.23 0.20 1.82 2.65

M8 1.62 0.21 1.19 2.05

M9 1.85 0.29 1.27 243

M10 212 0.23 1.66 2.58

M11 2.11 0.21 1.69 2.52

M12 240 0.27 1.86 2.93
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Annexe 9 : Moyenne de nombre de bourgeon des microboutures en fonction de

milieu de debourrement (Provenance de Tindouf).

Milieux de culture (moyenne)

F(12.53)=4.46, p=0.000

Milieux moyenne de | Bourgeons Bourgeons | Bourgeons
bourgeons néoformés néoformés | néoformés
néoformés Std.Err -95.00% +95.00%

Mi0 1.65 0.70 0.26 3.03

Mi1 3.10 0.40 2.30 3.89

Mi2 4.41 0.43 3.56 5.26

Mi3 4.14 0.44 3.26 5.01

Mi4 2.94 0.53 1.88 3.99

Mi5 2.29 0.49 1.32 3.25

Mi6 5.32 0.37 4.59 6.05

Mi7 4.58 0.46 3.67 5.49

Mi8 3.02 0.48 2.07 3.97

Mi9 3.00 0.65 1.71 4.28

Mi10 3.89 0.51 2.87 4.90

Mi11 4.57 0.46 3.65 5.49

Mi12 4.11 0.60 2.92 5.29

Annexe 10 : Moyenne de nombre de feuilles des microboutures en fonction de

milieu de débourrement (Provenance de Tindouf).

Milieux de culture (moyenne)
F(12.53)=4.93, p=0.000

Milieux moyenne de | Feuilles Feuilles Feuilles
feuilles néoformées néoformées néoformées
néoformées Std.Err -95.00% +95.00%

Mi0 3.35 1.05 1.28 5.41

Mi1 7.15 0.60 5.95 8.34

Mi2 9.37 0.64 8.10 10.64

Mi3 8.56 0.66 7.25 9.86

Mi4 9.38 0.80 7.79 10.96

Mi5 8.09 0.73 6.65 9.54

Mi6 10.92 0.55 9.83 12.02

Mi7 8.04 0.69 6.67 9.40

Mi8 8.66 0.72 7.23 10.09

Mi9 7.82 0.98 5.89 9.75

Mi10 10.40 0.77 8.88 11.92

Mi11 9.02 0.70 7.64 10.40

Mi12 7.48 0.90 5.70 9.26
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Annexe 11 : Moyenne de hauteur caulinaire des microboutures en fonction de

milieu d’élongation (Provenance de Tindouf).

Longueur caulinaire, alpha=0.05000

Milieux Moyenne de la longueur caulinaire(cm)
Ma0 1.87
Ma1 2.44
Ma2 3.29
Ma3 4.70

Annexe 12: Moyenne de longueur des microboutures en fonction milieu de

debourrement (Provenance de station de Baraki).

Milieux de culture (moyenne)

F(11.47)=13.64, p=0.000

Milieux Longueur Longueur des | Longueur des | Longueur des
moyenne des | microboutures | microboutures | microboutures
microboutures | Std.Err -95.00% +95.00%

Mi0 0.95 0.08 0.78 1.12

Mi1 1.00 0.07 0.86 1.15

Mi2 0.90 0.13 0.63 1.16

Mi3 1.41 0.16 1.08 1.74

Mi4 1.45 0.14 1.16 1.74

Mi5 1.16 0.10 0.95 1.37

Mi6 1.96 0.08 1.80 213

Mi7 0.75 0.13 0.50 1.01

Mi8 0.62 0.15 0.33 0.92

Mi9 0.64 0.17 0.30 0.98

Mi10 0.97 0.18 0.61 1.33

Mi11 1.27 0.18 0.91 1.63

Annexe 13 : Moyenne de nombre de bourgeon des microboutures en fonction de

milieu de débourrement (Provenance de station de Baraki).

Milieux de culture (moyenne)
F(11.47)=8.53, p=0.000

Milieux Moyenne des | Bourgeons Bourgeons Bourgeons
bourgeons néoformés néoformés néoformés
néoformés Std.Err -95.00% +95.00%

Mi0 417 0.55 3.08 5.26

Mi1 5.23 0.48 4.28 6.18

Mi2 2.74 0.85 1.05 4.42

Mi3 7.15 1.06 5.05 9.24

Mi4 4.65 0.93 2.81 6.49

Mi5 5.20 0.68 3.85 6.56

Mi6 8.49 0.52 7.46 9.52

Mi7 2.78 0.84 1.12 4.43

Mi8 1.70 0.97 -0.20 3.62

Mi9 2.05 1.15 -0.21 4.33

Mi10 2.012 1.19 -0.21 4.46

Mi11 2.25 1.19 -0.09 4.59
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Annexe 14 : Moyenne de feuilles des microboutures en fonction milieu de

débourrement (Provenance de station de Baraki).

Milieux de culture (moyenne)
F(11.47)=8.20, p=0.000

Milieux Moyenne de | Feuilles Feuilles Feuilles
feuilles néoformées néoformées néoformées
néoformées Std.Err -95.00% +95.00%

Mi0 12.36 0.92 10.54 14.18

Mi1 14.32 0.80 12.74 15.91

Mi2 8.06 1.43 5.24 10.88

Mi3 10.45 1.78 6.94 13.95

Mi4 6.61 1.56 3.54 9.69

Mi5 9.47 1.15 7.21 11.74

Mi6 16.22 0.87 14.50 17.95

Mi7 8.84 1.41 6.07 11.61

Mi8 8.75 1.62 5.54 11.95

Mi9 4.35 1.93 0.54 8.15

Mi10 7.18 1.99 3.26 11.10

Mi11 7.31 1.99 3.39 11.23

Annexe 15 : Moyenne de hauteur caulinaire des microboutures en fonction de

milieu d’élongation (Provenance de station de Baraki).

Longueur caulinaire, alpha=0.05000

Milieux Moyenne de la longueur caulinaire(cm)
Ma0 1.90
Ma1 2.50
Ma2 2.80
Ma3 5.00

Annexe 16 : Effets de I'écotype du végétal sur les paramétres morphologiques

des microboutures.

Tableau 5 : Effet de I'écotype du végétal sur la hauteur des microboutures

(1¢  subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Hauteur des | 2.36 1.44 5.73 188 0.000 113 77
microboutures
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Tableau 6 : Effet de I'écotype du végétal sur la hauteur des microboutures

(28me  subculture).

T-tests ; provenance du végétal
Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Hauteur des | 1.83 0.91 6.44 290 0.000 138 154
microboutures
Tableau 7 : Effet de I'écotype du végétal sur la hauteur des microboutures

(3%me  subculture).

T-tests ; provenance du végétal
Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Hauteur des | 1.47 1.06 3.98 313 0.000 159 156
microboutures
Tableau 8 : Effet de I'écotype du veégetal sur la hauteur des microboutures

(4éme  subculture).

T-tests ; provenance du vegétal
Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Hauteur des | 2.27 1.59 4.20 291 0.000 139 154
microboutures

Tableau 9 : Effet de I'écotype du végétal sur le nombre moyen des bourgeons des
microboutures (1 subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 3.67 3.00 2.03 182 0.04 113 71
bourgeons
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Tableau 10 : Effet de I'écotype du vegetal sur le nombre moyen des bourgeons

des microboutures (2™m subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 4.31 3.29 2.38 290 0.01 138 154
bourgeons

Tableau 11 : Effet de I'écotype du vegetal sur le nombre moyen des bourgeons

des microboutures (3°™e

subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 4.05 2.94 4.00 313 0.000 159 156
bourgeons

Tableau 12 : Effet de I'écotype du veégetal sur le nombre moyen des bourgeons
des microboutures (4®™¢ subculture).

T-tests ; provenance du vegétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 4.76 2.89 5.18 293 0.000 139 156
bourgeons

Tableau 13 : Effet de I'écotype du végeétal sur le nombre moyen des folioles des

microboutures (1°®

subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 9.77 6.66 3.44 182 0.000 113 71
feuilles
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Tableau 14 : Effet de I'écotype du végeétal sur le nombre moyen des folioles des
microboutures (2°™®  subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 12.57 9.15 4.41 290 0.000 138 154
feuilles

Tableau 15 : Effet de I'écotype du vegetal sur le nombre moyen des folioles des
microboutures (3°™¢ subculture).

T-tests ; provenance du végétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 14.07 11.67 2.83 313 0.004 156 159
feuilles

Tableau 16 : Effet de I'écotype du végétal sur le nombre moyen des folioles des
microboutures (4°™¢ subculture).

T-tests ; provenance du vegétal

Variable Groupe 1 : Baraki

Groupe 2 : Tindouf

Moyenne | Moyenne | T-value | df p N N

Baraki Tindouf Tindouf | Baraki
Nombre de | 16.81 14.43 3.96 291 0.000 154 139
feuilles




