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Résumé

Le but du présent travail est un essai de multiplication in vitro du Pistachier lentisque L. Pour
I’obtention d’une grande quantité du matériel végétale utilis¢ ultérieurement pour ’extraction du

mastic

Le grande pourcentage de contamination obtenue au début a ét¢ diminue par 1’utilisation du
I’hypochlorite de calcium avec un changement des concentrations (8%,10% et 15%) et par

plusieurs temps de trempage (15min ,20min et 25min)

L’utilisation d’un fongicide, le muthomyl 0,5g/1 nous a permis d’éliminée totalement la

contamination cryptogamique dans les tabes a essaie.

L’¢élimination des phénols a été réalise par I’utilisation du I’acide ascorbique a une concentration

de 5 g/l pendant 60 minutes

L’¢élimination du grand pourcentage de contamination a permis I’obtention d’un développement

végétative des explants en proportion de 2%.

Mots clé : Pistachier, contamination, fongicide, phénols.
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Introduction

Depuis des milliers d'années, I'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son
environnement, afin de traiter et de soigner toutes sortes de maladies (Lee, 2004).
L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a I’évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours
occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans les
préparations culinaires.
Certaines plantes africaines connaissent un regain d’intérét, comme le géranium africain
(Pelargonium asperum), le prunier d’afrique (Pygeum africanum), et la Sutherlandia
frutescens (Baguenaudier d' Ethiopie). Cette derniére, qui ne pousse qu’en Afrique du Sud, est
utilisée en complément des thérapies de lutte contre le SIDA (Harnett et al., 2005).
L’industrie pharmaceutique moderne s’inspire encore largement des métabolites secondaires
des végétaux, (le produit Taxol est un exemple éclatant). Depuis 1993, le Taxol a été
¢galement approuvé pour le traitement du cancer avancé du sein et le cancer du poumon des
grandes cellules (NSCLC), ce qui a permis a plus d'un million de patients de bénéficier de ce
traitement.
Actuellement, 1'organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu'environ 80% des habitants
de la planéte ont recours aux médecines traditionnelles a base de plantes en tant que soins de
santé primaire [(Famsworth et al., 1985);( Fleurentin et Pelt, 1990)]. A l'origine, ces
ressources ¢taient employées sous leur forme brute, puis au fil du temps, les différentes
préparation d'extraits et de concentrés ont permis de intensifier I'effet médicinal des plantes
(Tyler, 1999).
A partir du XIXéme siécle, les molécules responsables des effets thérapeutiques ont été
isolées et ont servi de prototypes a I'élaboration de médicaments conventionnels [(Butler,
2004);( Patwardhan, 2005)].
Plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd'hui utilisés en médecine moderne et
prés de 75% d'entre eux sont utilisés selon leur usage traditionnel [(Famsworth et al, 1985);
(Cordell et Colvard, 2005)].
La flore algérienne est caractérisée pare une grande diversit¢ florale a savoir:
méditerranéenne, saharienne et une flore paléo-tropicale, estimée a plus de 3000 especes
appartenant a plusieurs familles botanique (Ozenda, 1997). Ces espéces sont pour la plupart

spontanées avec un nombre non négligeable (15%) d’espéces endémiques (Ozenda, 1997).

]



Introduction

Ce qui a donnée a la pharmacopée traditionnelle une richesse inestimable.

Le genre Pistacia est de part sa dioicie et ses fleurs nues, un genre particulier de la famille des
Anacardiacées (Gaussen, 1982). Pistacia lentiscus L. est une espece médicinale. Cet arbuste
des maquis de toute la région méditerranéenne, se développe sur tout type de sol, dans
1'Algérie sub-humide et semi-aride.

Dans le présent travail, nous nous somme intéressées eu premier a faire la multiplication

végétative de l'espece Pistacia lentiscus in vitro. Notre travail présente plusieurs aspecte :

e La premiére partie est consacrée a une étude bibliographique a la famille des
Anacardiacées, avec le genre de Pistacia, la classification botanique, et l'intérét

biologique de I’espéce.
e Le deuxieme parie est consacrée au matériel et méthode utilisées.

e La troisieme parie englobe les résultats obtenus ainsi que les interprétations des

techniques utilisées, suivi d'une conclusion générale.
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Présentation de Pistachier

I. Généralité sur I’espéce :

Le genre Pistacia de la famille des Anacardiacées comprend au moins 11 especes, ayant en
quasi-totalité une aire de répartition tropicale ou sub-tropical [(Zohary, 1952) ; (Kokwaro et
Gillett, 1980)]. 11 compte quatre régions phytogéographiques: méditerranéenne, irano-
touranienne, shino-japonaise et mexicaine (Seigue, 1985). De part sa dioicie et ses fleurs nues,

Pistacia est un genre particulier pouvant constituer une famille a part (Gaussen et al., 1982).

II. Position systématique de ’espeéce :

II.1. Classification taxonomique : (Quezel et Santa, 1962).

Le Pistacia lentiscus est une espéce appartenant a la famille des Anacardiacées (synonyme de
Pistaciaceae) dioiques. Les especes les plus importantes dans le monde du genre Pistacia
sont :

e Pistacia atlantica — pistachier de 1’ Atlas.

e Pistacia chinensis

e Pistacia lentiscus L. — pistachier lentisque

e Pistacia terebinthus L. — pistachier térébinthe

e Pistacia vera L. — pistachier vrai

e Pistacia integerrima

e Pistacia palestina

e Pistacia khinjuk
En Algérie, le genre Pistacia est représenté par quatre especes, en l'occurrence Pistacia
lentiscus, Pistacia terebinthus, Pistacia vera et Pistacia atlantica.
Le Pistacia lentiscus L. est un arbrisseau trés commun en Algerie [(Mitcheh, 1986) ;
(Baudicere et al., 2002)], il appartient a :

e Reégne : Plantae

e Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae).
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e C(lasse : Dicotylédones
e  Ordre : Sapindales
e Famille : Anacardiaceae (Pistaciaceac)
e Genre : Pistacia
-Espéce : Pistacia lentiscus L.
II.1.1. Synonymes : selon Torkelson.,(1996),et Feidemann., (1997) le pistachie port
plusieurs appellation, a savoir :
Lentiscus massiliensis (Mill.) Fourr.
Lentiscus vulgaris Fourr.
Pistacia brevifolia Gand.
Pistacia chia Desf.
Pistacia gummifera Salisb.
Pistacia narbonensis Mill.
Terebinthus lentiscus (L.) Moench

Terebinthus vulgaris Fourr.

11.2. Description botanique:

Le Pistacia lentiscus (lentisque) qu’on appelle aussi arbre a mastic car sa résine (le "mastic
de Chios") est utilisée pour la réalisation d’une gomme a I’odeur prononcée. Il a été¢ décrit
pour la premiere fois par le botaniste Linné en 1753. C’est un arbrisseau dioique, thermophile
de 1 a 3 metres , a odeur résineuse forte (Coste, 1937). 1l est particulierement représentatif des
milieux les plus chauds du climat méditerranéen, que I'on retrouve en association avec
I’oléastre (olivier sauvage),et le myrte dans un groupement végétal nommeé "I'Oléolentisque”,
mais également dans les boisements clairs a pin d’Alep ou d'autres formations de garrigues
basses. Selon More et White (2005), cette espece est caractérisée par :

Ecorces: rougeatre sur les jeunes branches et vire au gris avec le temps. Quand on incise
I’écorce, la plante laisse s’écouler une résine irritante non colorée a odeur forte.

Branches : tortueuses et pressées, forment une masse serrée (figure n:01)

Feuilles : persistantes, composées, possédant un nombre pair de folioles (4 a 10), d'un vert
sombre de forme elliptiques, obtuses, luisantes en dessus, glabres, coriaces et dont le pétiole

est bordé d'une aile verte.
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Fleurs : Elles sont unisexuées d’environ 3 mm de large, se présentent sous forme de grappe,
Elles apparaissent au printemps et sont trés aromatiques. Les fleurs femelles sont vert
jaunatre et les fleurs males sont rouge foncé [(Iserin, 2001), (More et White, 2005)].

Les fleurs males et femelles poussent sur des arbustes différents, les fleures males ont 5 petits
sépales dont émergent 5 étamines rougeatres reposant sur un disque nectarifere. Les fleures
femelles présentent, a 3 ou 4 sépales ; un ovaire supere avec un style court a 3 stigmates. La
floraison se déroule de Mars a Mai.

Fruit : est une baie globuleuse de 2 a 3 mm, monosperme, d’abord rouge, il devient brunatre

a sa maturité en automne (figure 01)

Figure 1: Fruits au stade de développement (original)

Mastic : L’incision du tronc de cet arbuste fait écouler un suc résineux nomm¢é mastic qui,

une fois distillé, fournit une essence employée en parfumerie (Figure 02)
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Figure 02: Ecoulement de Mastic au niveau de I’écorce (original)
Le lentisque est largement répandu en Algérie. Son aire s’étend d’Est a I’Ouest en pénétrant
jusqu’aux régions sub-sahariennes. Il est connu comme indicateur des sols argileux. La plante
a une odeur aromatique typique des maquis méditerranéens. Le lentisque est souvent associé

a ’olivier dans I’Ouest méditerranée.

III. Exigences pédoclimatique :

Dans la zone d’origine, le lentisque est une espece qui préfere la lumiére, et la chaleur (figure

N °03 et 04)
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Figure n® 03 : Caractéristiques du climat.

Pour ce qui est des caractéristiques du sol, le lentisque est sensible a la salinité, il s’adopte a

des sols sec, et pauvre (figure n °: 04)
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Figure n° 04 : Caractéristiques du sol.

IV. Aire de répartition :

IV.1.Dans le monde :

Pistacia lentiscus est un arbrisseau que l'on trouve couramment en sites arides Asiatique,

et en région méditerranéenne de 1I’Europe et d'Afrique (Figure n°05), jusqu'aux Canaries

(Bellakhdar, 2003).

Il pousse a I'état sauvage dans la garrigue et sur les sols en friche.
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Figure n°05: répartition géographique de genre Pistacia. dans le monde
(Seigue , 1985).
IV.2.En Algérie :

On le trouvé a I’état sauvage ou il occupe 1’étage thermo-méditerranée et dans les zones
foresticres (More et White, 2005) subhumide et semi-aride (Smail-Saadoun, 2002), plus
précisément dans le bassin du Soummam en association avec le pin d'alep, le chéne vert et le
chéne liege (Belhadj, 2000). Sa limite méridionale se situ aux environs de Saida, Sa présence

au Sud de I’ Atlas saharien n’est pas signalée.

V. Multiplication de Pistacia lentiscus L.:

V.1.Multiplication par semis :

Les semis s'effectuent au printemps a une température compressé entre 10 et 15°C.les graines

avant le semi sont de posées au frais (dans le bac a 1égumes du réfrigérateur par exemple)

:
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pendant 2 mois .

V.2.Multiplication par bouturage :

* La méthode de multiplication la plus utilisée est le bouturage. Les bouturages herbacés de
tiges se font en été, et la plantation s'effectue en automne. Les sujets vendus en conteneurs
peuvent étre mis en terre toute l'année, hors  période de  gel.
* Une taille de mise en forme est a effectuer au mois de Janvier ou Février, elle consiste a
¢liminer le bois mort et a équilibrer la  ramure si  nécessaire.
* les boutures sont relativement peu gourmand en eau et généralement, les eaux de pluie sont
suffisantes, il convient simplement d'effectuer des apports d'eau au moment de la plantation

pour lui permettre de bien s'implanter.

V.3.Multiplication in vitro :

La multiplication in vitro n’est pas réalisé¢ habituellement sur le Pictacia lentiscus L.

VI. Les régulateurs de croissance :

*Permis les régulateurs de croissance, il se trouvait et les auxines et les cytokinines

VI1.1.Les auxines :

L'auxine est une hormone végétale appelée aussi phytohormone. Elle joue un réle majeur dans
le contrdle de la croissance et du développement des plantes ; Elle est aussi un régulateurs de
croissance, qui posséde plusieurs propriétés : controle de la croissance apicale et formation
des racines et leur ¢longation, elle stimule la synthése de certaines enzymes, telles que la

cellulase et la peroxydase (HELLER ,1982).
L’acide indolylacétique (AIA) est I’auxine naturelle la plus fréquente dans les plantes,

II faut noter que les fortes concentrations de cette auxine peuvent étre phytotoxique. L’AIA

est généralement instable, elle présente une faible stabilité a la lumiere.

VI1.2. Les cytokinines :
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Les cytokinines stimulent la division cellulaire des pousses herbacées, favorisent la synthése
des protéines, lévent la dormance de certaines graines et s’opposent a la dominance de

bourgeon apical sur les méristémes.

La forme naturelle de cytokinine est la zeatine , Il existe aussi des formes synthétiques La
biosynthése des cytokinine semble se faire essentiellement dans 1I’extrémité des racines et

dans les jeunes fruits.

VII. Intérét du Pistacia lentiscus :

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité (Palevitch et
Yaniv, 2000).Plusieurs produits dérivées du pistacia sont obtenues de nos jours

e Produits et dérivés a base de Pistacia lentiscus

D’aparés Seigue, (1985), les principaux produits dérivés du Pictacia lentiscus et leur
utilisation concernent :

*La résine : des branches et du tronc exsude naturellement ou par incision une résine jaune
claire fortement aromatique, qui durcit au contact de l'air, Elle est appelée mastic ou gomme
mastic d'ou son nom commun d'arbre a mastic, Généralement la production de cet résine est
d'environ 4 a 5 kilogrammes par arbuste. La résine est produite a grande échelle dans de
vastes plantations dans la région d'Emporio et Mesta, qui est d'ailleurs appelée "mastihohoria"
qui se traduit par village a mastic, d’ou le nom commercial répondu de « Mastic de Chio ». Le
mastique entrait dans la confection d'eau-de-vie et de liqueurs, comme aromatiser de certaines
confitures dans la confection des pates ou des gommes a macher parfumées ou pastilles,
utilisées comme douceurs favorites des sultans de I'empire ottoman et des femmes du Moyen-
Orient. Aujourd'hui encore le mastic est employé dans l'industrie agro-alimentaire(comme
agent masticatoire), dans l'industrie photographique et dans les soins dentaires (dans

les amalgames). Depuis la plus haute antiquité le mastic de Chio était réputé dans toute la
méditerranée orientale pour traiter les affections pulmonaires.

*L’essence de Mastic: apres distillation du mastic, est récupérée une essence qui entre dans
la Confection de parfums, des produits cosmétologiques et pharmaceutiques, ou de vernis de
grande qualité (recherché par les peintres) et aussi dans l'industrie photographique.
*L’essence des feuilles et rameaux: est extraite une huile essentielle qui est utilisée en

aromathérapie et phytothérapie pour ses propriétés décongestionnantes, Il est prescrite
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aussi pour traiter les problémes veineux dont les hémorroides.

-L’huile de lentisque : du fruit comestible est extraite une huile qui autrefois était
couramment utilisée pour l'alimentation, 1'éclairage et aussi dans la confection de savons.
L’huile est produite a I’Est de 1’Algérie, et dans les zones cotieres (El Milia, Skikda), ou
I’espece abonde. Un procédé traditionnel est utilisé a cet effet : Les fruits atteignent leur
maturité vers la fin d’été début de I’automne. Les baies prennent alors une coloration noire au
lieu du rouge. Les baies sont récoltées a la main, macérées dans de 1’eau chaude puis écrasés
a I’aide d’une presse. Des baies s’exultent un liquide épais de couleur jaune vert. L’huile est
récupérée par décantation.

VII.1Huiles essentielles

L’étude bibliographique sur les huiles essentielles de Pistacia lentiscus a montré la richesse
en mono-terpenes et les sesquiterpenes.

L’¢étude réalisée par Barazani (2003) sur I’extrait T-butyl méthyl éther d’huile de feuilles

de Pistacia lentiscus a montré la présence 12 mono-terpenes, 7 sesquiterpenes et un seul
mono-terpéne linéaire. des Sabinene et, limonéne , caryophyllene et germacrene D ; Ces
constituants majoritaires sont identifiés par la méthode GC-MS.

Une étude phytochimique réalisé par Kivkok (2005) sur le 1’huile des feuilles de

Pistacia lentiscus a permis d’identifier quantitativement tocophérol .

Le travail de Castola et a/ (2000) effectué¢ sur 105 échantillons d’huiles essentielles des
feuilles de Pistacia lentiscus de Corse, révele la présence des constituants majoritaires comme
myrcene , limonene , terpinen 4-ol , pinéne , phellandrene .

L’¢étude physico-chimique (GC et GC-MS) réalisée par ;(Duru et al.,(2003) indique que la
présence de pinene, pineéne, limonene, terpinén-4 ol et terpinéol sont les constituants
majoritaires des huiles essentielles des feuilles de Pistacia lentiscus, Pistacia therbintus et de
Pistacia vera .

En Algérie, une étude phytochimique été effectuée sur les huiles essentielles obtenues a partir
des parties aériennes de Pistacia lentiscus de régions d’Alger, Tizi-Ouzou et d’Oran, par
I’utilisation de méthodes GC et GC / MS (Dob et al, 2006). Les résultats indiquent la présence
de Longifolene comme un composé majoritaire dans les huiles d'Alger (12,8%) et de Tizi-

Ouzou (16,4%), tandis que pinéne (19,0%) constitue le principal constituant de
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I’huile d'Oran. Les autres composés €taient présents en quantités importantes dans les
différentes huiles ;ainsi dans ’huile d’Alger: on trouve du cadinene (6,2%), trans-terpinéol
(5,0%) et acomeol (4,6%); dans I’huile de Tizi-Ouzou: ils ont trouve du trans-terpinéol
(15,6%), terpinén-4-ol (7,0%) et muurolene (5,7%); dans I’huile d’Oran ; du trans-terpinéol
(13,1%), sabinene (12,6%) et pinene (6,5%).

L'étude de I’effet de la variation saisonniére de 1’extrait methanolique de I’huile essentielle de
la partie aérienne de Pistacia lentiscus, avec la méthode GC-MS ont montre que cinquante-
sept constituants représentent environ 89,6%, 92,8% et 97,5% du total des huiles essentielles
pour le mois de Février, Mai et aolt respectivement (Gardeli et al, 2008). Les principaux
composés trouves sont ; pinene (9.4-24.9%) et limonene (9.0-17.8%), tandis que germacrene
D (2.7-13.5%), terpinén-4-ol (6.8-10.6%) , cymene (0.5-7.5%) , B-pin¢ne (2.0-6.9%),
sabinene (1.0-6.7%) , terpinene (3.1-3.6%) et de I'terpinéol (2.5-4.0%) sont présents a des
pourcentages relativement ¢levés (Gardeli et al , 2008).

VI1.2.Mode d’obtention de ’huile :

La méthode d’extraction de I’huile grasse de lentisque est trés ancienne. La récolte de baies se

fait entre les mois de Novembre et de Décembre. Aprés avoir récolté une quantité suffisante
de baies matures on procéde comme dans le cas de 1’olive, (en appliquant le méme principe).
Aprés séchage pendant 7 jours, I’ensemble des baies dont la pulpe a été suffisamment
désintégrée est bouillonné dans 1’eau. On recueille le bouilli, pour remplir deux sacs de toile
longue et étroite et pratiquer par la suite le pressage a I’aide de deux queues de bois pour
extraire une huile un peu siccative (Hmimza, 2004). Cette méthode est trés proche de la
méthode d’extraction utilisée dans les iles de Sardaigne (Lafranchi, 1998). En Algérie, la
récupération de 1’huile de lentisque passe par la macération dans de I’eau chaude du fruit,

suivie d’une décantation (région est d’Algérie, El-harouch).

VIII. Intérét de la culture in vitro

La méthode de la culture in vitro nous permet :

*une multiplication rapide et conforme de clones
*une propagation rapide de plant pour les espéces ou les graines seraient dure a obtenir.

*une propagation des especes qui sont difficile a multipli¢ végétativement de fagon naturelle,

le bouturage par exemple.

* une obtention de clones sur toute I’année.
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*une manipulation des végétaux a I’état unicellulaire et notamment transformé le génome

d’une seule cellule pour obtenir une plante.

*une ¢élimination des virus des plans infectés [(ZRYD et al., 1988); (AUGE et al.,1989) ;
(ANONYME ,2000)].

IX. Intérét de Pistacia lentiscus dans la culture in vitro :

Le Pistacia lentiscus a un grande inertie dans la production des huiles essentielles.

Les huiles essentielles obtenue par la distillation a la vapeur d’eau des rameaux feuillés,
présure une odeur puissante et apre, presque rapeuse. Les feuilles froissées de la plante ont
elles aussi cet arome bien caractéristique. De rendement tres faible (généralement inférieur a
lkg d’huile essentielle pour une tonne de plante), sont obtenues habituellement avec un coft
relativement élevé, pour cela, nous avons utilisé cette plante en culture in vitro ; et avec le

bute de augmenté la production des huiles essentielles sans détruire la nature

=
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I. Lieu de ’expérimentation :

L’expérimentation a été réalisée au laboratoire d’amélioration des plantes au niveau de
département de biotechnologies de la faculté des sciences de la nature et de la vie, de

I’université de Blida a partir du mois Décembre au mois de Mai 2015.

II. matériel végétal utilise :

Nous avons utilisé des feuilles, des nceuds, des apex et des graines récupérées a partir des
fruits matures, pour regénérer un matériel végétal juvénile nécessaire aux essais de calogenes
et de micro-bouturage de Pictacia lentisque.ces explants proviennent de la région de Blida
aux niveaux de l’universit¢ Saad Dahleb, au niveau de département de biotechnologie

végétale. Les pieds mere sont spontanés.

Les échantillons des jeunes feuilles, des nceuds et des apex sont prélevés aux niveaux des
extrémités des arbres, pour assurer la juvénilité du végétal. Ainsi nous avons utilisé des

graines matures.

III. Désinfection du matériel végétal :

Avant d’étre désinfectées, les boutures sont fragmentées en micro-boutures comportant 1 a 2

neeud et des micro-boutures comportant 1’apex et des feuille aux niveaux de I’extrémité des

plants, puis on a rincé le matériel végétale a 1’eau de robinet puis avec de I’eau distillée

stérile pour €liminiez la poussicre et les micro-organismes.
La désinfection s’est effectuée en deux facons :

e désinfection sans fongicide et sans acide ascorbique (témoin)

e désinfection avec fongicide et avec acide ascorbique
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II1.1. Désinfection sans fongicide et sans acide ascorbique:

» Pour les nceuds et les apex :
La désinfection s’est effectuée sous hotte a flux laminaire ; le protocole de désinfection est :
*trempage dans 1’alcool (Ethanol 95°)
On a effectué¢ 2 essais : trempage pendant 20 secondes.
trempage pendant 25 secondes.

*Trempage dans I’hypochlorite de calcium avec différentes concentrations pendant

différents temps (tableau n°1)

*Ringage a I’eau distillée stérile.
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Tableau n°1 : Mode de désinfection des nceuds et des apex

désinfectant utilisé

Concentration et Durée de

trempage

Ethanol

95°

20s

25s

Hypochlorite de calcium

Ca CL,O

8%

15 min

20 min

25 min

10%

15 min

20 min

25 min

15%

15 min

20 min

25 min

> Pour les feuilles et les graines :

Avant la désinfection on a enlevé la partie charnue des fruit , puis on a fait un prétraitement de

scarification chimique avec ’acide sulfurique (H,SO4) concentré pendant 30 min puits 24h

dans I’eau distillée pour éliminés I’épicarpe.

La désinfection ce fais de méme fagon pour les feuille et les graines, s’est effectuée sous

hotte a flux laminaire ; le protocole de désinfection est :

La désinfection s’est déroulée dans 1’ordre :
*trempage dans 1’alcool (Ethanol 95°)
On a fait 2 essais : trempage pendant 20s

trempage pendant 25s

=
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*on a diminuait la concentration de I’hypochlorite de calcium pour n’est pas détruire le
matériel végétale (la matérielle végétale déveine noircisse si le pourcentage de I’hypochlorite

de calcium est augmente) Trempage dans 1’hypochlorite de calcium avec différentes

concentrations pendant différents temps (tableau n° 2)

*Ringage a I’eau distillée stérile.

Tableau n°2 : Mode de désinfection des grains et des feuilles

désinfectant utilisé

Concentration et Durée de

Trempage

Ethanol 95% 20s

25s

4min

8% 8min

Hypochlorite de calcium CaCIl,O 8 min

10%

10 min

II1.2. Désinfection avec le fongicide (mythomyle) et avec P’acide

ascorbique :

> Pour les nceuds et les apex

La désinfection ce fais de méme facon pour les nceuds et les apex, est effectuée sous hotte a

flux laminaire ; le protocole de désinfection est :

* trempage dans le fongicide a 0,5 ; 5 g/l pendant 15 min

* trempage dans acide ascorbique 0,2 g/l ; 1g/1 et 5g/1 pendant 60min.
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* trempage dans 1’alcool Ethanol 95% pendant 20s et 25s.

*Trempage dans ’hypochlorite de calcium avec différente concentration pendant différente
temps (tableau n° 3)

Tableau n°3 : Mode de désinfection des nceuds et des apex

désinfectant utilisé Concentration Durée de
ou trempage
pourcentage
Fongicide 0,5 g/l 15 min
(mythomyle) 5¢1 15 min
Acide ascorbique 0,2 g/l 60 min
1g/l 60 min
S5g/l 60 min
Ethanol 95% 20s
25s
15 min
8% 20 min
25 min
15 min
Hypochlorite de calcium 10% 20 min
CaCl,O 25 min
15 min
15% 20 min
25 min
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» Pour les feuilles et les graines:

Avant la désinfection on a enlevé la partie charnue des fruits, puis on a effectué¢ un
prétraitement de scarification chimique avec 1’acide sulfurique (H,SO4) concentré pendent 30

min puis laisser 24h dans I’eau distillée pour éliminés 1’épicarpe.

La désinfection ce fais de méme fagon pour les graine et les feuille, est effectuée sous hotte a

flux laminaire ; le protocole de désinfection est :

* trempage dans fongicide 0,5 ; 5 g/l pendant 15 min.

* trempage dans acide ascorbique 0,2 g/l ; 1g/l et 5g/1 pendant 60min.
* trempage dans 1’alcool Ethanol 95% pendant 20s et 25s.

* trempage dans I’hypochlorite de calcium avec différente concentration pendant différente
temps (tableau n° 4)

* Ringage a I’eau distillée stérile.

&
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Tableau n°4 : Mode de désinfection des feuilles et des graines.

désinfectant utilisé Concentration Durée de
ou trempage
pourcentage
Fongicide 0,5 g/1 15 min
(mythomyle) 5¢1 15 min
Acide ascorbique 0,2 g/1 60 min
g/l 60 min
S5g/l 60 min
Ethanol 95% 20s
25s
15 min
1% 20 min
Hypochlorite de calcium 25 min
CaCL0 15 min
2% 20min
25min

IV. Milieux de cultures utilisés :

Les milieux de culture de base utilisés, lors des différentes phases pour produire des
vitro-plants et des vitro-semis de Pistacia lentiscus L . est constitu¢ de sels minéraux,
¢léments majeurs (macro-éléments) et éléments mineurs (micro-éléments) et de vitamines
(acide ascorbique). Le saccharose a ¢été additionné comme source de carbone pour chaque
milieu de culture utilisé.

Les milieux de culture sont solidifiés a I’agar a une concentration de 8g/1, aprés ajustement de
leurs pH entre a 5,6-5,8. Soit avec NaOH ou avec du Hcl, Tous les milieux sont stérilisés a

I’autoclave a température de 120 °C et a une pression d’un bar pendant 20 minutes.
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On a utilisé trois milieux de culture dont: milieu de GAMBORG (annexe 1); milieu de
MURASHIGE et SKOOG(1962) (annexe 2) et milieu de MURASHIGE et SKOOG(1962)

dilué¢ au demi (annexe 2).

Les milieux sont répartis dans des tubes a essais (2,5x20 cm) a raison de 15 ml par tube, puis
stérilisés par autoclavage a 120°C, sous une pression de 1 bar pendant 20 minutes. On a

additionné la gélose et ajusté le pH a 5,6- 5,8 avant 1’autoclavage pour les 3 milieux.

V. Les régulations de croissances

e pour notre expérimentation On a ajouté au milieu de culture une auxine AIA a des
concentrations de 0,2 ; 0,2 ; 0,4 mg/l et une cytokinine BA a des concentrations de
0,4 ;0,6 ;0,8 mg/l.

e un 2 “" essai on ajouté au milieu de culture une auxine AIB a des concentrations de
0,2;0,2; 0,6 mg/l etune cytokinene BA a des concentrations de 0,4 ; 0,6 ; O, 8 mg/I
(tableau 5).

Tableau n° 5 : les différentes concentrations des hormones utilisées.

T, T, T T, Ts Ts

ATA 0,2 0,2 0,4
Auxines AIB 0,2 0,4 0.6
Cytokinines BA 0,4 0,6 0,8 0,4 0,6 0,8

VI. Traitement antioxydants (Acide ascorbique) :

Généralement, Les ligneux sont caractérisés par la sécrétion des phénols dans le milieu de

culture.

Et pour notre expérience et pour ¢liminée 1’apparition des phénols nous avons trempé les
micros-boutures dans 1’acide ascorbique a 0.2 g/l, 1 g/l et 5g/l pendant 60 min avant la
désinfections, et dans le méme bute on a utilisée 0,1 g/l et 1g/l d’acide ascorbique dans le

milieu de culture (tableau n° 6)
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Tableau n° 6 : les différentes composition et concentrations en antioxydants.

Milieu Composition Concentration
0,1g/1l
milieu + acide ’acide ascorbique 1g/l
ascorbique
MS, MS/2 et G 0,2 AIA,0,4BA | 0,2 AIB; 0,4BA

Milieu + I’acide
ascorbique

+Hormone

Hormone

0,6 AIA,0,4BA | 0,4 AIB; 0,6 BA

0,8 AIA, 0,6 BA 0 ,6AIB;
0,8BA

VII. Mise en culture :

La mise en culture se déroule dans des conditions d’asepsie totale sous une hotte a flux

laminaire.

En premier lieu on a fragmenté les boutures en micro-boutures de 1 a 2 cm de hauteur,

comprenant 1 ou 2 bourgeons axillaires, selon la longueur des entre-nceuds, puis on a fait la

désinfection devant le bec bunsen.

En deuxieme étape on a coupé a 1’aide d’un scalpel I’extrémité noire au niveau des feuilles,

des nceuds et de ’apex pour évités la sécrétion des phénols dans le milieu de culture puis on a

placé les explants dans les tubes contenant le milieu de culture stérilisé.

=
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VIII. Condition de culture :

Les vitro-semis ainsi que les micro-boutures sont maintenus dans un phytotron sous controle

rigoureux des conditions de la lumiére et de température :
Condition n 01

- photopériode est de 16 heures de lumicre et 8 heures d’obscurité,

- température est de 25 + 1 ; pendant toute la période de notre essai
Condition n 02

- 24 h d’obscurité.

- température est de 25 + 1 ; pendant tout la période de notre essai.

&
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Résultats et discussion

I-Micro bouturage :

1. Les contaminations :

Durant notre travail nous avons utilisée plus de 9700 tube a essai pour testé plusieurs
méthodes de désinfections ; nous sommes trouvées face a deux sortes de contamination :
bactérienne et cryptogamique C’est a partir des observations qu’on a pu détecter le type de

contamination :

Dans certains tubes, nous avons observé le développement d’un mycélium qui a une texture

feutrée de couleur grisatre, verdatre ou blanchatre, il s’agit de contamination cryptogamique.

Dans d’autres tubes, nous avons observé le développement d’un voile d’aspect laiteux a
I’intérieur et a la surface du milieu de culture. Et quelque fois coloré en jaune ou en rose, dans

ce cas, il s’agit de contaminations bactériennes.

En ce qui concerne les contaminations cryptogamiques, le taux de contamination est beaucoup

plus élevé (89%) par rapport a celui des contaminations bactériennes (11%).

Et dans d’autres tubes, nous avons observé des explants nécrosés, avec une importante
apparition de phénols, on a traité par I’acide ascorbique dans la désinfection et dans le milieu

de culture.

Les contaminations enregistrées peuvent avoir trois origines possibles. Elles peuvent étre

dues soit, a la manipulation soit aux conditions d’aseptise insuffisantes niveau du laboratoire.

On considére que le matériel utilisé (instrument, hotte, verrerie...... ) est bien stérilisé, il est
pratiquement impossible d’affirmer que le matériel végétal soit complétement dépourvu de

contamination (champignons, bactérie) apres désinfection.

Solon ZRYD, (1988), certains tissus peuvent héberger des parasites internes qui ne sont pas
¢liminés par les méthodes de désinfection classique, d’ou I'utilisation d’antibiotique dans le

milieu de culture est obligatoire pour assurer la désinfection.
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I1. Effet de la désinfection des micro-boutures :

IL1. 1° essai la désinfection sans fongicide et sans acide ascorbique :

Dans la désinfection sans fongicide et sans I’acide ascorbique on obtient un taux de
contamination trés ¢élevé 100% (bactérie et champignon) avec une nécrose totale des
explants herbacés (apex, nceud et feuille), et brunissement de leur milieu de culture sous

I’effet des phénols.

L’utilisation de I’hypochlorite de calcium a différentes temps de trempage ne semble pas

avoir d’effet sur les contaminants.

Ainsi les contaminations fongiques ont atteint 56% et des bactériennes 21%.
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11.1.1 Désinfection des nceuds et ’apex :

Malgré la désinfection du matériel végétal a différentes concentrations de I’hypochlorite de
calcium, on a observée I’apparition des champignons et des bactéries, et 1’apparition des
brunissements dans les 3 milieux de culture; on a observé un grand pourcentage de
contamination 100% mais la contamination a diminue lorsque la concentration de

hypochlorite de calcium augmente.

Figure 9 : Contamination par champignons des nceuds

A 15 %de concentration de I’hypochlorite de calcium et un temps de trempage de 20 et 25

min, le taux de contamination diminue de 100%a 80% pour les nceuds.

Et a 15% de concentration de I’hypochlorite de calcium et un temps de trempage de 25 min, le

taux de contamination diminue de 100%a 89% pour les apex (tableau 07).

Ce taux reste néanmoins tres élevé, car ceci cause la perte du végétal, introduit en in vitro.
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Tableau 7 : I’influence de I’hypochlorite de calcium sur la contamination

des nceuds et I’apex

Concentration et | % de contamination

Durée de trempage Neeud apex
15 min 100% 100%
8% 20 min 100% 100%
25 min 100% 100%
15 min 100% 100%
Hypochlorite de 10% 20 min 100% 98%
calcium 25 min 95% 97%
Ca(CIO), 15 min 86% 95%
15% 20 min 80% 92%
25 min 80% 89%

I1.1.2 Désinfection des feuilles et les graines :

Les explants des feuilles sont devenus noires, a 8% de concentration de 1’hypochlorite de
calcium , le taux de contamination supérieur a 25 % ,alors que 10% de concentration de
I’hypochlorite de calcium le taux de contamination est diminuait jusque 10% lorsque le temps

de trempage est de 10min (tableau 8) qui serait un taux acceptable au niveau de culture in

vitro.

Pour les graines la concentration de I’ypochelorite de calcium a 8% donne un taux de
contamination supérieur a 35%, alors que 10% donne le taux de 21% ; donc il ya une

amélioration aux niveaux des résultats qui serait un taux acceptable aux niveaux de culture "

. . n
in vitro .

=
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Tableau 8 : I’influence de la concentration de I’hypochlorite de calcium sur les

contaminations (pour les feuilles et les grains).

Concentration et Durée de
% de contamination
Trempage

Feuille graine

4min 27% 31%
8%

1 o o

Hypochlorite de calcium 8min 27% 32%
Ca(CIO),

10% 8 min 25% 30%
10 min 10% 21%

+* Cet essai montre que la concentration de I’hypochlorite avec le temps de trempage

joue un réle dans la diminution du taux de contamination.

Pour les feuilles on a obtenu un taux de contamination moins ¢levé inferieure a 30% mais les
feuilles deviennent noires avec brunissement du milieu de culture; c’est pour ¢a on a

diminué la concentration de 1’hypochlorite pour le deuxiéme essai.

¢
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IL2. 2°™ essaila désinfection avec fongicide et avec I’acide ascorbique :

Au début de notre expérimentation et dans la désinfection sans fongicide et sans acide
ascorbique, les résultats obtenus a un taux de contamination élevé ; et lorsque on a améliorée
la désinfection, le taux de contamination est diminuait mais cette diminution n’est pas
suffisante , et selon Mestouri (2001) ; le trempage dans 0,2 g/l d’acide ascorbique pendants
60min avant la désinfection et ’addition de 0,1 g/l d’acide ascorbique dans le milieu de

culture est dans le but d’éliminer la sécrétion phénolique.

Donc on a amélioré la désinfection avec le fongicide pour éliminée les champignon et avec
acide ascorbique pour ¢liminée la sécrétion phénolique et on a modifiée les condition de

culture (24 d’obscurité) .

I1.2.1 Désinfection des nceuds et I’apex :

Au début de I’essai, nous avons obtenu des nécroses totales des explants herbacées, avec

le brunissement du milieu de culture, ceci du a la libération des phénols (figure 7).
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Figure 7 : nécrose totale des explants herbacée (nceud), et brunissement de leur

milieu de culture sous I’effet des phénols

Pour les nceuds a concentration de 8% de 1’hypochlorite on a obtenu un taux de
contamination de 62% c’est pour ¢a que nous avons augmenté la durée de trempage et la
concentration de I’Hypochlorite de calcium pour obtenir 0% de contamination a 15% et a

durée de trempage de 20 min

Pour les apex a concentration de 8% de [’hypochlorite on a obtenu un taux de contamination
de 52% c’est pour ¢a que nous avons augment¢ la durée de trempage et la concentration de
I’Hypochlorite de calcium pour obtenir 0% de contamination a 15% et a durée de trempage

de 15 min .( tableau 09)

Afin d’¢liminer les parties nécrosés, nous avons coupé les extrémités noircis des explants et

nous avons repiqué sur un milieu frais.
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Tableau 9 : Taux de contamination des nceuds et des apex

Concentration | Durée de % de contamination
trempage nceuds | ’apex
15 min 62% 52%
8% 20 min 60% 25%
25 min 60% 49%
15 min 48% 38%
Hypochlorite 10% 20 min 42% 30%
calcium Ca(CIO), 25 min 28% 25%
15 min 2% 0%
15% 20 min 0% -
25 min 0% -

Au début le taux de contamination est élevé (62%) pour les nceud et 52% pour les apex , mais
le changement de la désinfection permet a diminué la contamination jusque 0%, avec une
absence de I’apparition des phénols a cause de 1’utilisation de 1’obscurité et I’augmentation de

I’acide ascorbique a 5g/1 avent la désinfection.

I1.2.2 Résultats de la désinfection des feuilles et les graines :

Apres ’application de plusieurs essais, et pour éviter un taux de contamination élevé, on a
proposé d’utiliser I’hypochlorite de calcium a différentes concentrations, nous avons alors pu
diminuer le taux de contaminations jusqu’a 0% (Tableau 10). Les explants gardent leur

couleur verte, mais sans prolifération cellulaire pour les feuilles, et sous germination pour les

graines (figure 8).

.
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Figure 8 : Résultats de 2 “™“ essai de la désinfection des feuilles
(Absence de débourrement)

Tableau 10: Taux de contamination des feuilles et les grains

Concentration | Durée de %de contamination
ou trempage
pourcentage Feuille graine
15 min 14% 16%
1% 20 min 10% 15%
25 min 6% 12%
15 min 1% 5%
Hypochlorite de 2% 20 min 0% 2%
calcium Ca(CIO), 25 min 0% 0%
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Durant la désinfection avec fongicide et avec acide ascorbique, les observations faites
montrent, une nette amélioration des résultats par rapport aux précédents. Pour les explants
herbacés, on remarque un taux de contamination moins ¢levée (contamination 0%) et une
nette diminution du brunissement du milieu de culture sans pour autant faire éliminer les

nécroses des explants et le brunissement du milieu de culture.

III. Effet des hormones :

Apre I’¢limination de contamination on a travaillé sur la balance hormonale, on a essayé

plusieurs concentrations de BA/AIA et a la fin on a obtenu ce résultat :

Le taux de débourrement des explants (nceud et apex) est tres faible, 2% uniquement (figure
13). Ce taux est atteint, apres avoir fait des changements au niveau de la balance hormonale,
le meilleur rapport semble étre, celui composé de 0,6 mg/l de BA et 0,2 mg/l d’AIA sur le
milieu MURASHIGE et SKOOG(1962) qui donné 2%.

Régulateurs de Concentrations Taux de
croissances débourrements
BA 0.4ml
AIA 0.2ml 0%
BA 0.6 ml
AIA 0.2 ml 2%
BA 0.8 ml
AIA 0.4 ml 0%

Tableaux n°11: Taux de débourrement des micro-boutures dans le milieu

MURASHIGE et SKOOG(1962).
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Figure 9 : débourrement d’un explant.

Le taux de débourrement des explants est trés faible, il faut faire des changements au niveau

de la balance hormonale, pour obtenir un meilleur résultat.

E
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IV. Discussion générale :

L’expérimentation a été réalisée dans le but d’obtention des vitro-plants et de cals,
Nous avons d’abords essaye, d’enrayer les problémes de contamination dus aux bactéries et
aux champignons. Il est connu que la réussite de toute introduction « in vitro » dépend de

I’¢état des explants vis-a-vis des contaminations.

Pour ce qui est des micro-boutures, 1’utilisation de I’hypochlorite de calcium CaCl,O a
déférent concentration pour réduire le taux de contamination, Le taux de contamination

diminuait lorsque la concentration de I’hypochlorite augmente.

Nous avons dénombre un taux de nécrose importants, qui soit probablement dus ; d’abord a la
libération des phénols dans le milieu de culture, au milieu de culture, et enfin a la nature de

matériel végétale (croissance) sachant le Pistacia lentisque est un ligneux.

Les phénols sont des inhibiteurs du métabolisme, qui interviennent dans de nombreux

processus, comme inhibiteurs des réactions métaboliques (AUGE et al., 1989). IIs sont des

pieges d’oxygene, ils s’oxydent trés facilement en quinones. Ainsi, la quantité d’oxygene
disponible pour le métabolisme des plantes se trouve diminuée d’autant plus que la

température soit élevée.

Selon Maroc (2000), au cours des premiers essais de propagation in vitro du pistachier de
1’ Atlas beaucoup de difficultés ont été rencontrées dans la mise en culture des micro-boutures
a cause de I’abondante sécrétion phénolique.

Dans le but d’éliminer ces phénols, Mestouri (2001), a testé plusieurs doses d’acide
ascorbique et avec différents temps de trempage. Ces essais ont été réalisés sur des micro-
boutures ligneuses, semi-ligneuses et herbacées.

Le meilleur résultat a été obtenu avec les micro-boutures herbacées trempées dans 0,2 g/l
d’acide ascorbique pendant 60 minutes avant la désinfection et dans le méme but aussi il a

additionné 0,1 g/l d’acide ascorbique dans le milieu de culture.

La contamination diminuait, mai cette diminution n’es pas insuffisante, pour ce la on a
améliorée la fagon de la désinfection ; avec le fongicide pour éliminée la contamination

cryptogamique ; et ’acide ascorbique pour ¢liminée I’apparition des phénols.




Résultats et discussion

Le changement de certaines conditions de culture, comme [’utilisation de I’obscurité, et le
rapport hormonal composée de 0,2mg/l d’AIA et 0 ,6mg/l de BA ont donné un trés faible

taux de débourrement de 2%.

=
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CONCLUSION

Les résultats obtenus dans ce travail, ont perm de définir un certain nombre d’obstacles

qui ont entravés I’introduction "in vitro" de Pistacia lentiscus.

Dans notre premicre étude, on a obtenu un taux de contamination trés ¢élevé, a cause de
certaines conditions de laboratoire, on a fait plusieurs essais pour diminuer cette
contamination ; Ces essais basés sur I’utilisation de 1’hypochlorite de calcium avec un

changement de concentration et de temps de trempage,
Le résultat obtenu est une diminution partielle de la contamination. de 100% a 77%.

Au début on a utiliser des explants semis ligneux, une augmentation de concentration
d’hypochlorite de calcium 8%, 10% et 15%, Pour réduire au maximum le taux de

contamination, On a améliores la méthode de désinfection; en utilisant le fongicide.

On a pu observer des milieux de culture sans le moindre contaminant, un débourrement
observé n’est pas quantifi¢ en utilisant: 0,5 g/l mythomyle puis, en a augmenté la
concentration a5 g/l. cette augmentation de concentration a permis une ¢limination totale de

la contamination cryptogamique.

Apres les efforts déployés pour éliminer la contamination, nous nous somme confrontées
a un autre probléme, qui est l'apparition des phénols dans le milieu, et des nécrose dans

micro-boutures.

Nous avons ¢liminé les phénols, en utilisent I’acide ascorbique a 5g/1 pendant 60 min qui ont

entravés I’introduction in vitro de Pistacia lentisque
Ce qui serait souhaitable de faire pour continuer ce travail :

- tester plusieurs hormonales pour provoquer un taux de débourrement plus élevée.
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Annexes n°l :

ANNEXES

Milieu Gomborg

Eléments Concentration
Macro-éléments x(50) mg/1
NaH,PO4, 2H,0 150
KNO; 3000
(NH4)2 SO4 134
CaCl, , 2H,0 150
MgSO, , 7TH,O 500
Micro-€éléments x (50) mg/1
MnSO4 H,O 10mg
H;BO; 03mg
ZnSO4 , TH,O 02mg
Na,MoOg, 2H,O 250mg
CoCl,, 6H,0 25mg
KI 750mg
CuSOq4 25mg
Saccharose 30¢g/1
Acide ascorbique 0,1g/1
Agar 8g/1
Le fer EDTA g/l
FeSO4, TH,O 2,785
Na, EDTA 3,725




Annexes n°2 :

Milieu MS
Eléments Concentration

Macro-éléments %(20) g/l
NH4NO3 1,65
KNOs 1,90
MgSO4,7H,0 0,37
CaCl,, 2H,O 0,44
KH,PO4 0,17
Micro-éléments x (50) mg/1
MnSO;4, H,O 16,9
ZnS04, TH,O 8,6
H;BO; 6,2
CuSOq4, 5SH,O 0,025
Na,MoOy, 2H,0 0,25
CoCl,  6H,O 0,025
KI 0,83
Saccharose 30g/1
Acide ascorbique 0,1g/1
Agar 8g/l

Le fer EDTA g/l
FeSO4, 7TH,O 2,785
Na, EDTA 3,725
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