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Résumé

L’'objectif de ce travail est de régénérer des protoplastes par 'embryogénése
somatique chez le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). L'importance de
I'application d'embryogenése somatique en culture des tissus sert nécessairement a

la préservation de notre phoeniciculture.

Des souches de cals friables embryogénes de trois cultivars Deglet Nour,
Takerboucht et Tegaza ont été utilisées pour I'obtention de la suspension cellulaire,

cette derniére a été établie sur le milieu de culture Ps contenant 5mg/l de picloram.

by

Des protoplastes ont été isolés a partir des suspensions cellulaires
embryogénes sous l'action de la combinaison enzymatique (cellulase 2% et
Hémicellulose 6%). Cette solution a donné de meilleurs résultats et confirme les
travaux obtenus au sein de I'équipe du laboratoire biotechnologie et amélioration des
plantes de I'INRAA.

Les protoplastes obtenus ont été mises en cultures sur le milieu PcM, (couche
nourriciére) contenant tous les éléments nutritifs nécessaires pour la régénération
des protoplastes et qui sont semblable & ceux des cellules et des tissus en cultures.
Lors de la reconstitution des parois, les cellules des protoplastes prennent une forme

ovale et se divise intensément induisant la formation des petits cals embryogénes.

Aprés un mois de mise en culture sur la couche nourriciére, les micros cals
obtenus ont été transférés sur un milieu Moo qui a permet leurs développement en
cals. Les cals sont ensuite transférés sur un milieu dépourvu de régulateurs de

croissance GMNyqo qui a permis leur évolution en embryon.

Les embryons néoformés germent et évoluent en plantules feuillées, aprés leur
germination, ils sont ensuite transférés sur le milieu GMP contenant de I'AIB pour

leur développement rapide en plantules et leurs enracinement.

Mots clés : palmier dattier, embryogenése somatique, protoplastes, régénération de

protoplastes, micro cal embryogéne, couche nourriciére, suspension cellulaire.



Abstract

The objective of this work is to regenerate protoplasts by the somatic
embryogenesis in the date palm (Phoenix will dactylifera L.).The importance of the
somatic application of embryogenesis in culture of fabrics is necessarily used for
safeguarding of our phoeniciculture.

Stocks of friable callus embryogenic of three cultivars Deglet Nour, Takerboucht and
Tegaza were used for obtaining the cellular suspension; the latter was established on
the culture medium P5 containing 5mg/l picloram.

Protoplasts were isolated starting from the cellular suspensions embryogenesis
under the action of enzymatic combination SE (cellulase 2% and Hemicellulase 6%).
This solution gave better results and confirms the work obtained within the team.

The protoplasts obtained were put in cultures on the medium PcM2 (feeder layer)
containing all the nutritive elements necessary for the regeneration of the protoplasts
and which are similar to those of the cells and fabrics in cultures .During the
reconstitution of the walls, the cells of the protoplasts take an oval form and divides
intensely inducing the formation of the small callus embryogenesis.

After one month of setting in culture on the nurse layer, the micro callus obtained
were transferred on a Mjgp medium which A allows their development in callus. The
callus are then transferred on a medium deprived of growth regulators GMNy, which
allowed their evolution in embryo.

The newly formed embryos germinate and evolve/move in seedlings broken into
leaf, after their germination, they are the transferred on medium GMP containing from
the AIB for their fast development in seedlings and their rooting.

Key words: date palm, somatic embryogenesis, protoplasts, regeneration of

protoplasts, micro callus embryogenic, feeder layer, cellular suspension.
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Introduction

Le palmier dattier phcenix dactylifera L. , appartenant a la famille des Arecaceae,
est une espéce largement cultivée pour ses multiples usages et ses services
eécosystémiques, en particulier pour ses fruits comestibles et pour sa capacité
d’adaptation aux conditions des climats arides les plus sévéres (Ben aissa., 2008) .|
constitu le pivot de I'économie rurale des oasis sahariennes. (Chabane., 2007,
Yatta.,2007).

Le palmier dattier demeure une ressource vitale dans les zones arides et semi-
arides. Il fut propagé en dehors de son air de culture non seulement pour ses fruits
mais aussi pour ses intéréts culturels et ornementaux. (Daher meraneh, 2010).

Les fruits du dattier constituent un aliment végétal assez complet, riche en
glucide, en élément minéraux et en quelques vitamines indispensable au bon
fonctionnement de I'organisme humain (Bouna., 2002).

La production mondiale en fruit des palmiers dattiers est variable mais a une
grande importance économique (Aberlenc-bertossi., 2012). L’Egypte est le premier
pays producteur mondial de dattes avec environ 1 300 000 tonnes ce qui correspond
a 18,5% de la production mondiale (FAO., 2013).

L’Algérie est un pays phoenicicole possédant un patrimoine génétique
extrémement riche et varie. La production de datte en Algérie a connu une hausse
avec plus de 8 500 000 de quintaux qui s'est corrélée avec le roulement alternatif du
palmier dattier, des pratiques culturelles, des risques climatiques, et de la région de
la culture. (Bouguedoura et al.,2015).

Le palmier est une espece hétérozygote, monocotylédone pérenne confortée a
deux problemes majeurs, le vieillissement du verger phoenicicole qui limite le
nombre de rejets disponibles, et les maladies dont la plus redoutable est le Bayoud .
La fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) causée par
Fusarium oxysporum fsp albedinis (F.0.a.) présente une menace permanente pour
de nombreux régions phoenicicoles de I'’Afrique du Nord, notamment I'Algérie. Cette
maladie sévit dans toutes les palmeraies marocaines et a progresseé vers l'est pour
atteindre les oasis du Sahara occidental et central Algériens entrainant ainsi
d’énormes dégats sur le plan écologique et surtout économique compte tenu de
'importance des exportations des dattes qui générent des apports en devises
importants pour I'économie Algérienne (Mechta et al.,2015). D’aprés Tirichine
(2003) plus de trois millions d’arbres ont été détruits en Algérie a cause du Bayoud.

Pour lutter contre cette maladie, plusieurs méthodes chimiques et biologiques ont
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été utilisées, ce qui n’a pas empéché cette maladie d’avancer (Chabane., 2007). La
fusariose vasculaire du palmier dattier ne peut étre combattue actuellement de
maniére efficace que par l'utilisation de génotypes résistants au bayoud et de bonne
qualité de datte (Belaid., 2015), par leur multiplication rapide par culture in vitro et

ainsi la création des cultivars améliorés (Bouguedoura., 1991).

Nos travaux entrent dans le cadre des actions d’'un programme d'amélioration et
de conservation du palmier dattier par les techniques de culture in vitro lancé par
I'équipe de la division biotechnologie et amélioration des plantes.

Le but de notre travail est la régénération des protoplastes par 'embryogenése
somatique.

Notre présent manuscrit est divisé en trois parties :

v' Dans une premiere partie, nous présentons une synthése bibliographique sur

le palmier dattier.

v' Dans la deuxiéme partie, nous exposons le protocole expérimental de notre

travail.

v' Et en fin, nous consacrons la troisieme partie aux résultats et discussion.
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1. Historique et origine

Le dattier Phoenix dactylifera L.est exploité puis cultivé depuis plusieurs
millénaires au Moyen-Orient et dans le nord de I'Afrique (Zohary et al., 2012). Il
s'agit d'une plante pérenne dioique, dont les pieds femelles sont pollinisées a la main
en culture. C'est « I'arbre » emblématique des régions arides et semi-arides de
I’Ancien Monde.

C'est Linné, en 1734, qui a donné le nom de Phoenix dactylifera et a fait la
description morphologique compléte de cette espéce. Par ailleurs, plusieurs auteurs
(Munier., 1973 ; Djerbi., 1994 ; Peyron., 2000 ; Zaid et al., 2002) ont décrit la
signification de Phoenix dactylifera ; dans la I'étymologie, du mot "Phoenix" dérive de
nom de Dattier chez les Grecs, qui considéraient comme l'arbre des phéniciens et
"dactylifera” vient de latin "dactylus" dérivant du grec dactylis, signifiant doigt, en
raison de la forme du fruit et a "fero" qui signifie "qui porte" en latin (Munier.,1973;
Linné.,1753; Popenoe.,1938; Dransfiled.,2008; Gros-Balthazard et al.,2013;
Littardi.,2015).

Cependant, l'origine géographique précise du Palmier Dattier parait tres
controversée, selon (Munier., 1973 ; Pintaud et al., 2010), est le résultat de
I'nybridation de plusieurs types de Phoenix. Bien que, plusieurs hypotheses ont été
abordées sur son origine, mais toujours ont révélé que son origine frequemment
dans la Bible (se trouve a Babylone et datent de 4 000 ans avant Jésus. Christ).
Alors que selon Newton et al., (2008) dans la région du Golfe Persique. Depuis ce
lieu d'origine, la culture du Palmier Dattier s'est étendue vers I'Est et vers |'Afrique
orientale (15e siecle) et du nord (11le siécle). Des le 20e siecle, il est introduit en
Ameérigue par les conquétes espagnoles et en Australie.

Par contre, la propagation du Palmier Dattier au pays du Maghreb s'est effectuée
en suivant plusieurs voies : par les navigateurs arabes, qui remplacant le commerce
caravanier a travers le Sahara, et lintroduction des noyaux de dattes par les
esclaves ; par la sélection paysanne dans les anciennes transactions commerciales
ou les dattes étaient utilisées comme monnaie d'échange ; et par la colonisation qui
favorisant la plantation de la variété Deglet Nour (Ouennoughi et al., 2005;
Yatta.,2007).
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2. Taxonomie du palmier dattier

Le palmier dattier appartient a I'une des Plus grandes familles d'angiospermes
monocotylédones, celle de Palmaceae, représentée par 200 genres et 2700
espéces, répartie en six sous familles, qui permet de la placer au 14°™ rang aprés
les graminées, les liliacées et les orchidées. Le genre Phoenix comprend 14 espéces
réparti dans les régions tropicales et subtropicales de I'ancien monde (Henderson.,
2009).

Le dattier est la seule espéce de ce genre a étre cultivée pour ses fruits (Newton
et al., 2013 ; Littardi., 2015).

La classification botaniqgue du palmier dattier d'aprés Marck (2006) et I'APG

(2009) Il est la suivante :

= (Classification de Mark 2006

% Régne: Plantae

% Sousregne: Tracheobionta= plantes vasculaires
% Embranchement (division) : Magholiophyta=angiospermes

% Classe: Liliopsida=monocotylédones

% Sous- classe: Arelidae

% Ordre: Arecales ou palmales

% Sous-famille : Coryphoideae

% Tribu : Phoeniceae

% Genre: Phoenix

% Espece: Phoenix dactylefera L.

3. L'ancétre sauvage du dattier cultivé

Les difficultés a distinguer les especes de Phoenix et a identifier les parents
proches du dattier ont longtemps entravé les recherches sur son origine. De
nombreuses hypotheses ont été avancées pour lui attribuer un ancétre sauvage
(Munier., 1973). Certains auteurs affirment que le dattier cultivé proviendrait d’'une
ou plusieurs formes sauvages de la méme espece (Zohary et Spiegel-Roy., 1975).
D’autres stipulent qu’il dériverait d’'une autre espéce du genre Phoenix : Phoenix
sylvestris, Phoenix canariensis, Phoenix atlantica et Phoenix reclinata ont été

proposés (Munier., 1973).
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Une analyse génétique basée sur des marqueurs microsatellites nucléaires et un
mini satellite chloroplastique a récemment réfuté les deux dernieres hypotheses
(Pintaud et al., 2010). En effet, le profil alléligue du dattier apparait fortement
divergent des autres Phoenix indiquant que Phoenix. dactylifera est une espéce
distincte qui a été domestiquée indépendamment des autres (Pintaud et al., 2010).

Comprendre la domestication du dattier passe donc par lidentification de
populations de dattiers sauvages si toutefois elles existent toujours. Des dattiers
spontanés sont signalés dans tout son air de distribution : Sahara, sud du bassin de
la mer Morte, péninsule Arabique, montagnes du Zagros, Béloutchistan (Zohary et
al., 2012).

Les populations de Phoenix iberica du sud de I'Espagne pourraient également
constituer des populations sauvages de Phoenix dactylifera.

Cependant, les formes cultivées peuvent retourner a l'état sauvage et s’y
maintenir formant des populations dites férales ou subspontanées. Ainsi, apres leur
abandon, certaines palmeraies peuvent avoir pris I'aspect de peuplements naturels.

» Classification phylogénétique 2009

% Clade: Angiospermes

% Clade: Monocotylédones

% Clade: Commelinidee

% Ordre: Arecales

% Famille: Arecaceae

% Sous-famille : Coryphoideae

% Tribu : Phoeniceae

% Genre: Phoenix

% Espece: Phoenix dactylefera L.

4. Morphologie de palmier dattier
4.1. L'appareil végétatif
4.1.1. Le stipe ou tronc
Le tronc, perpétuellement en structure primaire quels que soient son age et sa
taille, est appelé stipe (Bouna., 2002). Le stipe est droit et élancé, avec une
couronne de feuilles a son sommet. Les ramifications de base sont appelées rejets et

celles en hauteur gourmands. Les gourmands ont un développement limité, alors
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gue les rejets présentent une croissance indéfinie et peuvent fleurir et produire a leur

tour de nouvelles ramifications basales (Zaid., 2002).
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Figure 01 : schéma du palmier dattier (d’aprés Munier, 1973).

4.1.2. Les bourgeons

A laisselle de chaque palme, se trouve un bourgeon axillaire qui peut se
développer pour donner naissance a un rejet, a la base du stipe ou aérien attaché au
tronc, dénommé vulgairement “rekeb” dans la partie basale de l'arbre ou une
inflorescence dans la partie supérieure. La plupart des bourgeons axillaires
végetatifs finissent par avorter durant la phase juvénile du palmier. Le bourgeon
apical ou terminal est responsable de la croissance en hauteur du palmier et du

développement des feuilles et de bourgeons axillaires.
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4.1.3. Les palmes

Ce sont des feuilles composées pennés (Figure0l). Les folioles sont
régulierement disposées en position obligue le long du charis, les segments
inférieurs sont transformeés en épines. En général, les premieres folioles situées au —
dessus des épines sont plus longues que celles situées a I'extrémité supérieure de la
palme. Durant la vie du palmier dattier, on divise les feuilles en trois types : Feuilles

juvéniles, Feuilles semi juvéniles, Feuilles adultes.

4.2. Le systeme racinaire
La partie souterraine du dattier est formée d'un bulbe volumineux, qui émerge en
partie au-dessus du niveau du sol, et a partir duquel, partent les racines. Selon
Munier (1973) il existe quatre zones d’enracinement chez les palmiers dattiers dont
L'extension de ces quatre zones d'enracinement est fonction de la nature du sol, du
mode de culture, de la profondeur de la nappe phréatique, de la variété cultivée et de
l'origine de la plante.
4.2.1. La zone de respiration
Elle est localisée dans la partie superficielle du sol, prés de la base du tronc et ne
dépassant pas 0,25 metre de profondeur. Ces racine ont un géotropisme négatif et
jouent un réle de respiration.
4.2.2. Lazone aracine de nutrition
Ces racines présentent une faible inclinaison au fur et mesure de I'éloignement
du stipe, Elles se développent dans un horizon allant de 40 cm a 100 cm de
profondeur.
4.2.3. La zone supérieure a racine d’absorption
Cette zone se situe dans un horizon qui va de 100 cm a 180 cm de profondeur.
4.2.4. La zone inférieure a racine d’absorption en profondeur
L'importance de cette zone dépend de la profondeur de la nappe phréatique
(Munier.,1973; Peyron.,2000; Meraneh.,2010).

5. Cycle de développement
Selon Belguedj (2002), le palmier dattier en Algérie comporte généralement

guatre phases de développement :
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% Phase jeune : Depuis la plantation jusqu’aux premiéres productions. Cette
phase dure entre 5 & 7 années.
% Phase juvénile : C’est la pleine production. Elle se situe autour de 30 ans
d’age du palmier.
% Phase adulte: Autour de 60 ans d’age, début de décroissance de la
production.
% Phase de sénescence : 80 ans et plus. Chute de la production.
6. L'appareil de reproduction
6.1.1. Les organes floraux
Le palmier dattier étant dioique, les fleurs méles et femelles sont portées par
des individus différents, il est nécessaire d’attendre 6 a 8 ans l'induction des
premieres floraisons pour connaitre le sexe des plantes (ABERLENC-BERTOSSI.,
2012). La différentiation morphologique entre ces organes est extrémement précoce
puisque celle-ci est déja marquée
lorsque l'inflorescence ne mesure que 10 mm de longueur (DAHER., 2010).
6.1.2. L'inflorescence femelle
Les inflorescences femelles présentent une élongation marquée du pédoncule
ainsi qu’une bilatéralisation. Les inflorescences et les épillets sont plus longs
(Ghillot., 2010).
6.1.3 L'inflorescence male
L’inflorescence male a une forme conique et le nombre de méristémes floraux
est plus élevé sur les épillets (Zango.,2011).
6.1.4. Le fruit
Les dattes ne sont pas que le résultat au développement d'un carpelle aprés
fécondation de l'ovule (Bouguedoura .,1991). Ces fruits sont portés par des régimes
qui sont le résultat de I'évolution de l'inflorescence femelle portée par un individu
femelle.
La datte est une baie avec une seule graine ovoide (18-110) mm avec un poids
qui varie entre 2 et 60g (Zaid.,2002).

7. Mode de multiplication du palmier dattier

Le palmier dattier peut étre propagé naturellement par deux maniéres : la
multiplication par semis et la plantation de rejet. L'utilisation des techniques de
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culture de tissus est une troisieme méthode récemment développée, qui est

maintenant adoptée par les laboratoires commerciaux (Raj Bhansail.,2010).

7.1. Multiplication par semis

La multiplication du palmier dattier par semis produit des descendants non
conforme aux pied mére. Composé théoriguement de 50% de pied male et 50 % de
pied femelle (El bakr.,2013).

C'est une technique de multiplication tres facile et rapide. Elle demeure la
technique la plus anciennement pratiquée par les agriculteurs mais elle présente
beaucoup d'inconvénients.ependant ce mode de propagation n'est pas rentable
(Kriaa et al.,2012) et ne permet pas le maintien des palmeraies et la production de
fruit. Malgré ces contraintes, il est utilisé pour obtenir des cultivars qui peuvent se

révéler d'excellentes qualité (Bouguedoura.,1991).

7.2. Multiplication par rejet

C’est une multiplication végétative, qui permet une reproduction pratiquement
conforme et une transmission génétique fidele des caractéres des parents
(SEDRA 2003).

Ce mode de multiplication est le plus stable, car il constitue une copie conforme
du pied mere en conservant intégralement les aptitudes de ce dernier, en ce qui
concerne le genre, la qualité du fruit, la précocité et l'aptitude a donner des rejets
(MUNIER, 1973).

Le matériel utilisé est le rejet prélevé de la partie basale du stipe ou se
développe le tronc lui-méme (MUNIER, 1973). Les rejets sont produits pendant la

phase de jeunesse de l'arbre.

7.3. La multiplication par voie végétative (micropropagation)

La méthode de multiplication par in vitro (CIV) est I'une des biotechnologies
végétales qui permet la multiplication a lidentigue et en masse des espéces
végétales. Elle permet en outre la multiplication des tissus indemnes et résistants
aux maladies comme la fusariose. Cependant la réussite de cette technique

nécessite des conditions d'asepsie rigoureuse ainsi qu'une parfaite maitrise de la
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technique (Yatta.,2007 ;Bouguedoura.,2012). A ce jour en Algérie plusieurs
cultivars ont pu étre multipliés par CIV, embryogenése somatique, organogenese ou
par protoplastes (Yatta.,2007; Abed.,2012; Yatta et al.,2013;Abed et al.,2014). Les
premiers pas de culture in vitro sont dus a un allemend Herlandt en 1902, il a pu faire
survivre durant plusieurs mois de petits amas cellulaires mais il n'y avait pas de
multiplication cellulaire (Augé et al.,1989). Mais la date qui marque réellement le
début de la culture in vitro est 1932 avec les travaux de White a I'USA sur la

croissance indéfinie en milieu liquide de racines de tomates.

Des 1934 Gautheret obtient & partir de prélevement de tissus cambiaux d'arbre
des proliférations de tissus qui malheureusement, ne dépasserent pas huit mois
(Morel.,1952) (Scriban.,1988). Apres les travaux de White en 1932 sur le tabac,
Limasset et Cornuet en 1949 qui publiaient leurs observations sur I'absence de virus
dans les méristemes de tabac virosé. Morel et Marten, en 1952 mirent a profit ces
observations et entreprirent de mettre en culture in vitro des méristémes de Dahlia et

de pomme de terre atteints de maladies a virus.

A partir de ces méristémes, ils obtinrent in vitro des plantes entieres qui furent

remises en culture normale et se révélent saines au controle (Augé et al., 1989).
8. Techniques de multiplication

8.1. L'organogenese

Chez les végétaux, l'organogeneése est assurée par les méristémes qui sont
constitués de massifs de cellules non différenciées, conservant la capacité de se
divisé activement. L'obtention de plantules via cette technique suppose l'initiation des
bourgeons pour I'établissement des souches réactives, leur multiplication, élongation

et enracinement et, I'acclimatation des plantules (Anjarne et al.,2005).
8.2. Embryogenése somatique

L'embryogenese somatique est le processus par lequel les cellules somatiques
se développent en embryons somatiques apres une série de changements
biochimiques et morphologiques, et les embryons formés soient morphologiquement
semblables aux embryons zygotiques a partir duguel se développent une pousse et

une racine (Mazri et Meziani.,2015). elle est considérée comme le processus de

10
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régénération le plus efficace pour la micropropagation du palmier dattier (Al-
Khayri.,2016 ; Yatta.,2016) .

Il existe deux voies d'embryogenese somatique

e L'embryogenése somatique directe: elle s'opere a partir de cellules
embryogénéses individualisées au sein de I'explant primaire sans passage par
le stade cal.

e L'embryogenese somatique indirecte : elle est induite aprés une phase de
multiplication cellulaire. Cette prolifération permet la formation de cals ou de
suspensions cellulaires embryogéne qui induiront la néoformation des
embryons somatiques. Ce sont ces derniers qui se développent en plants
(Khalifi.,2012).

Dans les années 1970 la recherche a été entreprise chez le palmier dattier,
Schroeder (1970),Reuveni et al 1972, Bouguedoura (1979) sur les fragment de coeur
de rejet n'ont pas permis la formation d'embryon somatique. Ce n'est qu'a partir de
l'année 1979 que Lisserd obtient les premiers résultats d'embryogenése somatique a
partir de bourgeons latéraux de cceurs de rejets. Puis de nombreux travaux utilisant
divers meéthodes furent rapporté (Shorma et al.,1984;Yakoub-
Bougdal.,1984;Abotnil.,1986;Mater.,1986;Lachqger Sillou.,1989;Saka et
Abed.,1989;Fergani.,1998;Yatta.,2007;Masouni.,2008) sur le fragment de cceur de

rejet.

9. Maladie du palmier dattier (bayoud)

La culture du palmier dattier est sujette a divers problemes phytosanitaires qui
entravent son développement et son extension. Le Bayoud, causée par un
champignon Fusarium oxysporum fsp albedinis (Killian et Maire., 1930), est la
maladie la plus destructive et la plus menacante dans I'Afrique du nord. Elle est
répandue surtout au Maroc et dans une grande partie des palmeraies de I'Algérie
(Pereau Leroy., 1958 ; Djerbi., 1982 ; Brac et Benkhalifa., 1991). En effet, au
cours d’un siécle, il a détruit plus de dix millions de palmiers au Maroc (Pereau —
Leroy., 1958 ; Sedra., 2005) et trois millions en Algérie (Dejerbi., 1982). La
catastrophe causée par le Bayoud ne s'arréte pas a I'érosion génétique causée par la

disparition de nombreuses variétés parmi les meilleures, mais conduit également a

11
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l'accentuation de la désertification et a I'appauvrissement des phoeniciculteurs qui
finissent par émigrer.

La maladie a commencé sa progression dans la vallée du Draa au Nord du
Zagora, ensuite elle s'est propagée vers |'ouest et surtout I'est en suivant les cordons
des palmeraies (Pereau-Leroy., 1958 et Toutain., 1965). C'est en 1898, que ce
fléau atteint les palmeraies de Figuig et Béniounif situées cbte a cote des deux cbtés
de la frontiere algéro-marocaine (Pereau-Leroy., 1958). Entre 1920 et 1950, la
maladie a contaminé les palmeraies du Sud algérien, puis durant la période 1960-
1978, elle a gagné des palmeraies du centre de Sud algérien, la région de Mzab et
El Goléa (Djerbi., 1982 ; Kada et Dubost., 1975).

Le premier symptome externe de la maladie s’observe sur une palme de la
couronne moyenne; qui prend un aspect plombé et se desseche selon un processus
tres particulier. En effet, les folioles ou les épines se dessechent progressivement
(figure 02.a) et prennent la couleur blanchétre et se replient vers le rachis. Le coté
dorsal du rachis est marqué d’'une strie brune longitudinale, qui avance de la base
vers l'apex de la fronde, et qui correspond au passage du mycélium dans les

faisceaux vasculaires du rachis, puis I'attaque se généralise a 'ensemble du palmier

entrainant sa mort au bout de 6 mois a 2 ans. (figure02. b)

Figure 02 a : Le premier symptdome du bayoud (Hakkou et al.,2011)
b : Stade final de la maladie (Hakkou et al.,2011)

12
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10. Distribution géographique et importance
10.1. Dans le monde
Le palmier dattier est localisé dans I'hémisphere nord, la ou les conditions

climatiques le permettent, entre le 10°™® degré sud (Somalie) et le 39°™ degré nord
(Espagne ou Turkmeénistan). Les secteurs les plus favorables pour cette culture sont
situés entre le 24°™ degré et 34°™ degré Nord (Maroc, Algérie, Libye, Egypte, Irak,
Iran, Arabie saoudite...etc.) (Figure 03). Le palmier dattier se trouve aussi aux
Etats-Unis entre le 33°™ degré et le 35°™ degré Nord, d'autre surface négligeable
pour la culture du dattier sont a I'némisphére sud (Australie, Mexique, Argentine,...
etc.) (SakinAbdrabo,2013) .
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Figure 03 : Distribution géographique du palmier dattier dans le monde (Sakin
Abdrabo,2013)
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Figure 04 : Répartition du genre Phoenix (Gros-Balthazard et al., 2013 d'apres Barow
(1998) et Henderson (2009).
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10.3. En Algérie

Selon Yatta et Bouguedoura (2013), le palmier dattier est développé dans de
nombreuses oasis il est répartit dans la partie méridionale du pays, la ou le climat est
chaud et sec. Les oasis sont les espaces vivants qui ont été artificiellement établi au
milieu d'un grand secteur aride ou l'eau est présente. Dans ces derniers endroits,
des ksars (un village fabriqué a partir de l'argile) ont été bati autour de ceci des
dattiers ont été plantés. Ces systemes d'oasis de production intensive sont
complexes et maintenus dans un équilibre tres fragile. Etant donné la géographie de

I'Algérie, il est possible de définir plusieurs régions ou la culture de palmier dattier est

pratiquée :

% Dans les collines de montagnes d'atlas (Ksour Ouled Nail, Zibans, et Aures),
la ou est implantée une chaine d'oasis qui marque le passage du Sahara.

% Dans l'est, Zibans (Biskra), Oued Ghir, Oued Souf (EL Oued), et le bassin
d'Ouargla particulierement avec le cultivar de Deglet Noor dont la valeur
marchande Est élevée.

% Dans l'ouest, Saoura (Beni Abbes), le Touat (Adrar), le Gourara (Timimoun),
et le Tidikelt (Reggane) qui sont relativement de basses qualités
commerciales. C'est dans ce secteur ou le cultivar Tekerboucht résistant au

bayoud existe vraiment.

X/

% Au centre.EL Golea, le M'zab (Ghardaia), et Laghouat.
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Figure 05 : Carte de I'Algérie indiquant les différents secteurs avec des palmiers
dattiers, les secteurs inscrit en rouge sont ces zones infestés par le bayoud et les
secteurs inscrits en vert les zones non infestées. (Bouguedoura et al.,2015)

11. Importance socio-économique du palmier dattier
Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est I'arbre fruitier par excellence du
désert ou il constitue le pivot de l'agriculture oasienne caractérisée par une
stratification et une association de plusieurs cultures sous-jacentes. Aussi, le dattier
présente 'immense bénéfice de lutter contre la désertification par l'interception du
rayonnement solaire intense et la mise en place d’'un barrage vert et productif,

l'oasis. La présence de cet arbre fruitier dans ces zones lui conféere un réle
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ecologique indéniable en y limitant la progression des espaces steppiques et
'ensablement des terres agricoles.

Dans le milieu oasien, la culture du palmier dattier revét une importance socio-
économique permettant la subsistance de nombreuses familles dont les moyens
d’existence reposent sur les produits générés directement et indirectement par cet
arbre fruitier.

En effet, le palmier dattier est cultivé essentiellement pour ses dattes qui
représentent la base de I'alimentation des populations oasiennes et la composante
vitale dans les oasis compte tenu de leur importance nutritionnelle et économique.
Les dattes sont des fruits hautement énergétiques riches en hydrate de carbone, en
éléments minéraux et en vitamines en plus d’un grand pouvoir antioxydant attribue a
leur richesse en composés phénoliques. Ceci permet de classer la datte parmi les
fruits les plus chers au monde faisant ainsi de la phoeniciculture un des secteurs les
plus rémunérateurs. A titre indicatif, une plantation qui s’étend sur un hectare peut
comporter 100 pieds de palmier dont chacun peut produire jusqu’a 100 kg de dattes
au cours d’une seule récolte.

12. Production

12.1. Dans le monde

La production mondiale est estimée a 7 627 624 de tonnes pour lI'année 2013
dont 43,8% soit 3 343 322 tonnes proviennent de I'Afrique. L'Egypte est classée au
premier rang avec une production de 1 393 760 tonnes, suivi de I'lran au 2eme rang
avec 1 049 986 tonnes et en 3eme position I'Arabie saoudite avec 1 021 263 tonnes
de dattes (Figure 06).
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les principeaux pays producteurs de datte en
guantité moyenne (2009-2013)
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Figure 06 : Production mondiale de dattes (chambre algérienne du commerce
et d'industrie., 2015, ministere de l'agriculture, service des statistique Mr Ait
Ouarrebe)

12.2. En Algérie

La production de datte en Algérie change annuellement qui s'est corrélée avec le
roulement alternatif du palmier dattier, des pratiques culturelles, des risques
climatiques, et de la région de la culture. (Bouguedoura et al.,2015)

Selon les statistiques récentes disponibles, occupe une superficie évaluée a pres
de 174 000 hectares pour un nombre de palmiers estimé a plus de 18 millions
d’'unités, la production de dattes en Algérie a connu une hausse avec plus de 8,5
millions de quintaux marqués pour I'année 2012-2013, contre 7,8 millions lors de la
campagne 2010-2011, ainsi que 6,5 millions durant la saison 2009-2010. Les
régions phoenicicoles se situent généralement au sud de I'atlas saharien et couvrent
17 wilayas (en réalité 16 wilayas seulement car la wilaya de M’sila a perdu son

potentiel phoenicicole).

La wilaya de Biskra est la premiere région phoenicicole avec 25. 6% de la
superficie totale, 23,1 % du nombre total de palmiers dattiers, 37.88% de la
production nationale de dattes (Figure 06). Elle est suivie par la wilaya d’El Oued
avec respectivement 22%, 20,5% et 25,6%. Ces deux wilayas totalisent a elles

seules 62,6% de la production nationale des dattes. (DSI.,2016)
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Dans des plantations de dattes ailleurs, la production est moins importante, Et
elle est de 24 % de la production nationale totale de datte. Elle se répartit comme
suit : sud-ouest (15 %) et centre du sud (9 %). (Yatta et Bouguedoura.,2014 ;
Bouguedoura et al., 2015)

Le tableau ci-dessus montre les différentes variétés existantes en Algérie avec leurs

productions et rendement.

Les wilayas les plus productives en Algérie

%14.29

%37.88

@ Biskra OEloued 0OOuargla

Figure 07 : La production de dattes en Algérie.
13. Ecologie du palmier dattier

Les palmiers dattiers sont distribués principalement dans les régions tropicales et
Subtropicales, bien que quelques-unes peuvent étre trouvées a plus hautes latitudes
dans I'hémisphere sud (RIVAS et al,. 2012). Il offre de larges possibilités
d’adaptation, C’est un arbre qui s’adapte a tous les sols. Il est sensible a 'humidité
pendant la période de pollinisation et au cours de la maturation (Munier., 1973 ;
Ozenda., 2004

C'est une espéce thermophile, sa végétation s'arréte & partir de 10 C° (zéro de
végétation). L'intensité maximale de végétation est atteinte a des températures de30
a 40 C% En effet, la période de maturation des fruits correspond aux mois les plus
chaud le I'année (Baaziz.,2003).

14. Etat de la diversité géenétique du dattier

Le palmier est une plante dioique, hétérozygote a reproduction allogame. C'est
une espece diploide dont le nombre de chromosome est de 2n=36 (n=18). Le
palmier dattier Se multiplie, entre autres, par graines, produisant des hybrides et

créant une diversité génétique considérable.
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Les pays phoenicicoles possédent de maniére générale un patrimoine génétique
extrémement riche. |l est nécessaire pour bien rendre compte de cette richesse d’en
distinguer deux formes : Le patrimoine lié a I'existence de millions de palmiers
dattiers hybrides provenant de semis de graines et le patrimoine variétal provenant
de la reproduction végétative. Concernant ce dernier, il nous faut préciser que, chez
le palmier dattier, on appelle conventionnellement cultivar, tous les plants multipliés
par propagation végétative a partir de rejets provenant initialement d’'un unique
hybride qui a été sélectionné. Une variété correspond donc a un clone (Ferry et al.,
1998).

15. Notion de cultivars

Elle repose sur la description morphologique du fruit, mais de fagcon moins
évidente, sur la description de I'arbre. L’appellation de variété ne peut étre appliquée
gu’aux palmiers femelles, car ils sont les seules a produire les fruits. Il est difficile de
distinguer des variétés pour les palmiers males. D’une maniére générale et pour
éviter toutes confusions, il est préférable de retenir la notion de cultivar pour
dénommer l'arbre, et la notion de variété pour dénommer le fruit. En Algérie, il existe
plus de1000 cultivars (Benkhalifa., 2006).

16. Culture de cellules et de protoplaste

16.1. Suspension cellulaire

Le terme suspension cellulaire est souvent utilisé pour décrire les cultures en
suspension de cellules individuelles et d'agrégats cellulaires (Auge et al.,1989;Yatta
et al.,2014;Yatta et Bouguedoura.,2015).

L'aération et la dispersion des cellules sont assurés généralement par les
suspensions cellulaires établies en milieu liquide maintenu en agitateur a partir d'un
cal friable (El hamdouni et al.,1999; Yatta et al.,2012). En suite I'entretien de la
suspension cellulaire par repiquage régulier est absolument nécessaire, alors les
embryons somatiques individualisés présentant un développement relativement
synchrone qui se développe a partir d'agrégats cellulaires (Rival et al.,1997; Yatta et
Fergani.,2007;Yatta et al.,2013) .

La régénération a partir de suspension a été réalisée avec succes chez plusieurs
monocotylédones, on peut citer Asparagus ossicimalis (asperge) (Steward et

Mapes.,1971) et Liluim arboricola(Lys)(Krikorian et Kann.,1981), chez les
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graminées Fennistum americanum (millet)(Vasil et Vasil.,1981) ainsi que d'autre
especes et aussi chez les monocotylédones pérennes tel que le Phoenix dactylefera
L. (Sané et al .,2006).

Selon Vasil et Vasil les suspensions embryogénes fournissent les seules cellules
dont les protoplastes sont totipotentes chez les graminées, et que les plantes
régénérées a partir des protoplastes proviennent des espéces pour lesquelles une
suspension embryogéne a été préalablement établie.

La suspension cellulaire possede une capacité a produire les métabolites
secondaires (alcaloides..) caractéristiques de la plante d'origine (Assani et al.,2005).

Pour maintenir une suspension cellulaire, il faut vérifier réguliérement la
présence de contamination et le potentiel de régénération ainsi que le taux de
croissance (Auge et al.,1989). Cependant la qualité d'une suspension cellulaire
diminue avec le nombre de repiquages. Ceci se traduit par un risque plus élevé de
contaminations. Pour réduire les probléemes liés aux repiquages, un protocole de
cryoconservation qui consiste a transformer tout ou partie de I'eau cellulaire en glace,
sans léser les cellules. Ceci se fait grace a un refroidissement progressif jusqu'a -
40°C qui permet aux cellules de résister ultérieurement a une congélation dans

l'azote liquide (Sané et al .,2012).

16.2. Isolement de protoplastes

16.2.1. Plasmolyse

La cellule végétale est fortement turgescente, ceci est di a la présence de
solutés et de sels minéraux a l'intérieur de la cellule qui sont a l'origine de I'existence
d’'un potentiel hydrique (potentiel osmotique) provoquant alors I'entré d’eau dans la
cellule. Ce potentiel osmotique est equilibré par la pression exercé par la paroi.
En conséquence la suppression de la paroi doit étre compensée par une certaine
hypertonie du milieu extérieur. La plasmolyse a pour effet de détacher le protoplaste
de la paroi cellulaire, le protoplaste se trouve alors dans la cavité pariétale puis il est
libéré par digestion de la paroi. La plasmolyse a également un réle de diminuer la
tension de surface des protoplastes a la suite d’'une régression vacuolaire et d’'une
déshydratation du cytoplasme, évitant ainsi leur éclatement. Les agents
plasmolysants les plus couramment utilisés sont des oses-alcools (le mannitol, le
sorbitol) ou des sels minéraux (Nacl, Kcl) (Zryd, 1988; Sihachakr, 2002).
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16.2.2. Dégradation de la paroi

Dans la cellule végétale, le plasmalemme est doublé par une paroi cellulaire
constituée de fibres de cellulose et de pectine. Cette derniére contient également des
protéines (des enzymes comme les phosphatases). Lors de la différenciation
cellulaire, la composition chimique de la paroi évolue (paroi primaire, secondaire,
tertiaire...etc.). La structure de la paroi est trés complexe. Elle contient :
= 20 & 30% de cellulose : polyglucane constitué de chaines de glucose liées en [3-

(1,4) associées en fibrilles et organisées a leur tour en fibres.

= 70 a 80% de polyosides amorphe (hémicellulose et pectine): 'hémicellulose sont
des polyméres associant les oses rencontrés dans la paroi cellulaire (galactose,
rhamose, gsylose, arabinose), tandis que les pectines contiennent des acides poly-

glucuronique et poly-galactoronique.

= Et parfois jusqu’a 10% de protéines.

La dégradation de la paroi est obtenue grace a la digestion enzymatique. Pour
obtenir des activités cellulasiques et pectinasique, on fait appel a des champignons
tels que Morythecium verrucatia, Trichoderm aviride et Aspergillus niger (Zryd, 1988;
Sihachakr, 2002).

16.3. Culture de protoplastes

Les protoplastes sont des cellules débarrassées de leur paroi squelettique. lls
conservent les potentialités des cellules végétales entieres, en particulier la capacité
de reformer la paroi cellulaire voire de régénérer des plantes par culture in vitro,
I'absence de la paroi facilite les manipulations impossibles a réaliser avec cellules
entiére (Ducreux.,2002), car la paroi empéche les échanges cellulaire. lls participent
activement a la mise en ceuvre de protocole visant a élargir la viabilité (Haicour;
Sihachakr.,1996).

Les protoplastes sont un outil de valeur inestimable pour des études sur la
perméabilité des ions et des solutés(Cornel et al.,1983;Rahat et al.,1983), la
photosynthese (Chpman et al .,1983), les phytohormones(Chang et al.,1983),le
phytochrome(Kim et al.,1981) et I'entretien de la totipotence (Assani et al.,2001).

L'intérét des protoplastes, réside dans le fait que ce sont des cellules libres

isolées pouvant étre soumises a des traitements mutagenes permettant de réaliser
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des modifications génétiques, en vue de I'amélioration de plantes. Les potentialités

de l'outil protoplastes sont immenses.

L'intérét des protoplastes le plus cité est leur possibilités de fusionner, de
produire des hybrides et des cybrides (Haicour ; Sihachakr.,1996). lls ont aussi
'avantage de produire des fusions asymétriques, c’est-a-dire des cybrides par
transfert de génomes cytoplasmiques (mitochondrie et/ou chloroplastes) pour la
production des plantes males stériles cytoplasmiques ou pour la correction d'une
déficience chloroplastique. En plus les protoplastes sont un excellent systéme pour
des études sur la génétique des cellules et méme pour virologie végétales ( Haicour
et al.,2004).

L'isolement de protoplastes a été mis en point en 1960 sur les racines des
plantules de tomate. Néanmoins, c'est en 1968 que l'isolement des protoplastes a
partir des plantes a été réalisé sur les parenchymes foliaires du tabac (Takebe et
al.,1968). Nagata et Tekeb (1970) ont pu induire la division des protoplastes en

cultures chez nicotiana.

En 2006 Chabane et Bouguedoura ont isolé des protoplastes a partir des
suspensions cellulaires et des cals nodulaires. Leur étude a permis la production de

protoplastes viables en quantité significative.

Aida. Rizkalla et al.,2007 ont isolé des protoplastes a partir des jeunes feuilles
issues de ramifications des génotypes des cultivars Barhee et Zagloul, c'est ainsi

gu'ils ont réussi a induire les premieres divisions cellulaires.

Yatta et al., (2013,2014 et 2015) ont isolé et régénéré des protoplastes de trois

cultivars du palmier dattier (Tegeza, Deglet Nour, Tekerboucht).
16.4. Fusion de protoplastes

Les techniques de fusion de protoplastes ont été développées pour permettre
I'agrégation de deux ou plusieurs protoplastes, elle aboutit a I'addition totale de trois
compartiments hériditaires : nucléaire, mitochondrial et chloroplastique. Cette
addition accroit le niveau de ploidie (GLEBA et al. 1980 ; MELCHERS et al. 1978 in
DEMERLY., 1985 ; Yatta., 2016).Il existe deux stratégies efficaces de fusion des
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protoplastes : les méthodes chimiques (au polyéthyléne glycol (PEG)) et la méthode

électrique. La PEG est la méthode la plus utilisée pour sa facilité et son efficacité.
16.4.1. La fusion au polyéthyléne glycol (PEG)

A cause des charges électrostatigues négatives présentes a la surface de la
membrane plasmique, dues au majorité aux groupes phosphates et plus rarement a
des protéines, les protoplastes se repoussent mutuellement (Sihachakr.,2002 ;Yatta
.,2016).

La capacité du polyéthylene glycol (PEG) a induire la fusion cellulaire a été
simultanément découverte par deux groupes de chercheurs en 1974 : kao et
Michayluk(1974) au canada et I'équipe de professeur Erickson (Wallin et al., 1974 )
en Suede. Cette substance "surface active" non ionisée provoque l'accolement des
protoplastes en neutralisant les charges négatives présentes a la surface de la
membrane, conduisant ainsi au contacte membranaire. La dilution de cette
substance induit des perturbations au niveau moléculaire provoquant ainsi la fusion
des protoplastes (Haicour et Sihachakr.,1996 ; Sihachakr.,2002).

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

aucun éguipement sophistique.
16.4.2. La fusion électrique

L'accolement des protoplastes par voie électrique a été mis au point par
Zimmermann et Scheurich (1981). Les protoplastes placés dans un milieu de tres
faible conductivité sont soumis a un champ électriqgue induit par un courant
sinusoidal de haute fréquence (0.5 a 1.5 Mhz) et non uniforme crée entre deux
électrodes asymétriques. Sous effet de ce champ électrique, la répulsion naturelle
gui s'exerce entre les protoplastes en raison de leurs charges négatives de surface,
est levée. D'autre part, dans un champ électriqgue non uniforme, les protoplastes se
comportent comme des dipldmes électriques et migrent vers les régions a plus forte
intensité c’est-a-dire au voisinage des électrodes. Au cours de la migration des
protoplastes l'interaction, de leurs dipldmes et la grande hétérogénéité du champ a
leur voisinage, provoquent leur attraction mutuelle et la formation de chaines de

protoplastes entre les électrodes.
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Apres l'accolement des protoplastes, leur fusion est obtenue par I'application
d'un champ électrique, qui est induit par I'envoi d'impulsion de courant continu de fort
voltage (1 & 3 kV/cm) mais pendant de tres bréves durées (quelque microseconde).
Lorsque le champ appliqué atteint une valeur seuil, le potentiel induit provoque la
formation de pores transmembranaires. Lorsque deux pores formés sur deux

protoplastes accolés entrent en contact la fusion se produit (Sihachakr.,2002).
17. Caryotype

Le caryotype permet l'identification et le classement des chromosomes d'un

individu. C'est donc la configuration chromosomique d'un sujet.

L'étude des paramétres caryologique et de I'organisation des chromosomes, peut
fournir des indications évolutives. La technique classique de Feulgen permet de
construire un caryotype pour chaque espéce. L'étude des caryotypes se fait
généralement en métaphase mitotique ou les chromosomes sont bien individualisés
et présentent la meilleure morphologie. Différents parametres interviennent dans la
description de la morphologie des chromosomes : la taille, la position du centromére,
la présence de satellites et les constrictions secondaires. D'autres caractéres sont
€galement utilisés pour I'étude des caryotypes ; la longueur totale des chromosomes,
la longueur relative des chromosomes, I'asymétrie du caryotype mesurée par l'indice
d'asymétrie (IAs %), le rapport de la plus longue paire de chromosomes sur la paire
de chromosomes la plus courte. Différentes méthodes ont été employées pour
localiser le centromeére, ce qui a engendré |'apparition de diverses nomenclatures de
morphologie chromosomique, cependant la nomenclature du caryotype la plus
consensuelle est celle de Levan et al., 1964. Le caryotype est représenté par une
plaque métaphasique, un cartogramme et un idiogramme. Le cartogramme qui
consiste, a partir d'une photographie d'une cellule en métaphase, a juxtaposer les
chromosomes homologues, par ordre décroissant de longueur. L'idiogramme est la
représentation idéale des chromosomes selon un diagramme établi a partir des
mesures statistiques au moins 5 plaques métaphasiques. Il est le plus souvent
haploide. Dans le cas ou il existe une homologie (non homologie) entre les

chromosomes d'une paire, il est souhaitable de présenter un idiogramme diploide.

24



Matériel et Méthodes



Matériel et méthodes

Ce travail a été réalisé au sein de la division de recherche en biotechnologie et
amelioration des plantes de [lInstitut Nationale de la Recherche Agronomique
(INRAA) dans le cadre des activités de recherche de I'équipe Palmier Dattier. La

durée du stage est de Novembre-Juin 2016.
1. Etablissement de I'embryogenese somatique a partir des protoplastes

Notre expérience a été basée sur l'utilisation d'un matériel végétal constitué de
cals de trois cultivars du palmier dattier issus de rejets prélevés des palmerais
d'Adrar et Touggourt.

= Le cultivar Deglet Nour est sensible a la maladie du bayoud, mais il donne une

excellente qualité de datte.

= Le cultivar Takerboucht est résistant a la maladie du bayoud, mais il a une

gualité moyenne de datte.

» Le cultivar Tegaza est sensible a la maladie du bayoud , mais il donne une

qualité médiocre de datte.

1.1. Lasuspension cellulaire

1.1.1. Matériel biologique

Les souches de cals friables embryogenes agées de trois mois des trois cultivas
ont été utilisées pour I'établissement de la suspension cellulaire, et ont été prélevées

des milieux d'induction (P25 et M1qo).

1.1.2. Préparation et stérilisation du milieu de culture liquide Ps
Le milieu de culture utilisé pour I'etablissement de la suspension cellulaire est le
milieu liquide Ps. Il contient 5mg/l de I'auxine picloram , 1mg/l de thiamine (vitamine)
et 1mg/l de cytokinine ( IPA) (Annexe 03). Le milieu est distribué dans des
erlenmeyers a raison de 50ml par erlenmeyer a l'aide d’un distributeur automatique.
Le pH est ajusté a 5.8 avant leur sterilisation a I'autoclave pendant 20min a 120°C .
(Annexe 01).

1.1.3. Conditions de culture
Les cals séléctionnés sont écrasés sous la hotte a flux laminaire a 'aide d’un
pilon stérile, ensuite repiqués dans le milieu liquide Ps a raison de 2g/50ml par

erlenmeyer. Les erlenmeyers sont placés a lI'obscurite a une temperature de 28°C
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sur un agitateur rotatif et horizontal a une vitesse de 100tours/min. Le repiqueage
des cultures se fait tous les 8 jours dans un milieu liquide frais jusqu'a I'obtention de
la suspension cellulaire. ( Figure 08)

Figure 08: Les différentes étapes de la suspension cellulaire.

(Photo personnelle.,2016)

1.1.3. Test de viabilité

Pour une meilleure observation des cellules viables, nous avons pris 1 ml de
suspension cellulaire a qui nous avons rajouté une goutte de la solution FDA
(Fluorescéine Diacétate). Aprés 10 min de pause nous avons fait une observation
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Sous microscope inversé et nous avons remarqué que les cellules sont devenues

fluorescentes avec une coloration verte (estérases actives).

1.2. L'isolement des protoplastes

Pour [l'établissement de lisolement des protoplastes, nous avons suivi le
protocol établi par les étudiantes de la promotion précedente.

Apres avoir mis le matériel végétal utilisé dans la solution enzymatique, les
protoplastes libérés ont été purifiés, fusionnés, puis cultivés pour leur régénération
en plantes,laquelle constitue le but de notre travavail.

La suspension cellulaire des trois cultivas ( Deglet Nour, Tekerboucht, Tegaza)
est considérée comme le matériel végétal de base pour éffectuer l'isolement des
protoplastes .

1.2.1. Préparation de la solution enzymatique

La solution enzymatique est composée de ( cellulase RS, pectolyase Y-23,
pectinase et hemicellulase) et comme la paroi des cellules végétales est constituée
de pectine et cellulose, la solution enzymatique doit renfermer au moins une
pectinase et une cellulase pour bien fonctionner.

A fin que les protoplastes soient dépourvu de leurs parois cellulosiques, nous
avons utilisé la solution enzymatique SE; déja utilisé par les étudiantes de la
promotion précedente et qui a donné de meilleures résultat ( tableau 02). Le tableau
02 résume la composition de la solution enzymatique employée.

Tableau 01 : Composition de la solutions enzymatique testée ( pour 100ml de

solution).

Produits SE;
Cellulase RS 2%
Pectinase /
Hémicellulase 6%
Pectolyase Y-23 /

CaCl2 0.5%
Kcl 3%
MES 0.005%

pH=56
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Cette solution est agitée, et ajustée a un pH 5.6 ensuite stérilisée sous hotte a

l'aide d'une pompe a vide. ( Figure 09)

Figure 09: Stérilisation de la solutions enzymatique sous la hotte a l'aide d'une
pompe a vide.( Photo personnelle.,2016)

1.2.2. Maceration enzymatique

Pendant notre expérimentaion , nous avons suivi un protocole de macération
bien défini, la suspension cellulaire des trois ciltuvars ( DN, TKB, TGZ) a été la base
de notre travail pour l'isolement des protoplaste.

Comme premiere étape, sous la hotte nous avons filtré les microcals
séléctionnés en utilisant un tami de 380 um de diameétre, nous les avons mis dans
des boites de Pétri , certains cals on été écrasés a l'aide d'un pilon, alors que les
autres ont été laissés tels gels, puis nous avons ajouté 8 a 12 ml de chaque solution
enzymatique a l'aide d'une pipette. Ces boites ont été fermées hermitiquement avec
de la parafilm. ( Figure 10).
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by

Figure 10: Les différentes étapes de la macération enzymatique a partir des

microcals.(Photo personelle.,2016)

Dans la deuxieme étape, nous avons utilisé la suspension cellulaire issues apres
9 semaines de cultures, on I'a centrifugé a 50 tour/min pndant 5 minutes puis nous
avons prélevé juste le culot. Ce dernier a été mis dans les boites de Pétri. Ensuite
nous avons ajouté 8 al2 ml de la solution enzymatique et cela se fait en maintenant
les méme conditions de culture ( Figure 11).

Toutes les boites de Pétri sont incubées a I'obscurité a 24°C a différents temps
(20 a 72h) sans agitation, tandis que d'autres sont agitées pendant 45 minutes avant
d'étre incubées pendant 10h dans les conditions déja cités.
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Figure 11 : Les différentes étapes de la macérations enzymatiques a partir de

suspension cellulaire.(Photo personnelle.,2016)

2. Culture des protoplastes

Les protoplastes isolés sont mis en culture dans un milieu nutritif solide PcM2 a
raison de 3 & 7x10° protoplastes/g avec apport de milieu frais (P5) tous les 10 jours.

La préparation du milieu PcM2 se fait en deux étapes :
= En premier lieu nous avons préparé le milieu liquide MS modifié (annexe 03),
ajusté le pH a 5.7 puis stériliser a I'aide d’'une pompe a vide sous la hotte a flux
laminaire.
= En second nous avons préparé de I'agarose et nous l'avons stérilisé a l'autoclave a
120°C pendant 20 minutes.

Les deux préparations sont mélangées et agitées manuellement sous la hotte
jusqu'a l'obtention d'un liquide homogene. Le mélange est versé dans des boites de
pétris (5.5 cm de diameétre) a raison de 15 ml par boite, et enfin elles sont misent a

I'obscurité avec une température de 28°C. (Figure 12)

30



Matériel et méthodes

Figure 12 : Préparation du milieu PcM2. (Photo personnelle.,2016)
3. Régénération des protoplastes

La régénération s'est faite a partir des protoplastes obtenus apres avoir effectué
le processus d'isolement, ceux-ci ont été mis sous des conditions bien définies et un
bon milieu de culture a été recommandé pour la réussite de ce processus. Pour le
début de la régénération le milieu PcM2 est le plus adéquat pour assurer un bon
développement et une bonne prolifération cellulaire. Les protoplastes ont été placés
dans le milieu pcM2 jusqu' a I'apparition des micros cals et cela a pris 2 a 3 mois.
Ces derniers ont une croissance tres active et leur évolution donne ce qu'on appelle

cals embryogéne.
3.1. Multiplication des cals (phase d'initiation)

Apres avoir obtenu des cals embryogeénes, nous les avons entretenus et cela a
eu lieux dans un milieu d’'induction solide MS(1962) : Migo.

Les cultures sont repiquées successivement toutes les 5 semaines sur le milieu
nutritif sous la hotte a flux laminaire, cette derniére doit étre nettoyée avec de l'alcool
70° et allumée au moins 30 minutes avant son utilisation, apres cela les cultures sont
placées a I'obscurité dans une chambre de culture dont une température varie entre
24°C et 27°C.
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Pour éviter I'accumulation des polyphénols et assurer une bonne prolifération
cellulaire, soit le double et peut étre le triple, selon leur taille (0.5 cm a 4 cm), cela
doit se faire nécessairement dans des tubes ou bien des bocaux.

3.1.1. Stérilisation du matériel de culture

Le lavage de la verrerie (tubes a essai, erlenmeyers, éprouvettes ...etc.) se fait
en utilisant des produits détergents (eau de Javel) puis le rincage avec de l'eau
distillée. La stérilisation de ces matériaux s'effectue a l'aide d'un autoclave a 120°C
pendant 20 minutes.

Les instruments utilisés lors des différentes manipulations (pinces, bistouris,
spatules, scalpels) sont stérilisés dans I'étuve a 180°C pendant 24 heures, ces
derniers sont misent avant chague manipulation dans le stérilisateur a billes en
moins pour une quinzaine de minutes. (Annexe 01)

3.1.2. Préparation de milieu de culture solide (M1go)
Un milieu de culture est une solution agueuse, contenant des éléments essentiels au
développement des tissus végétaux. Il est composé principalement des éléments
minéraux, des éléments organiques, des phytohormones ou régulateurs de
croissance et le charbon actif...etc. Les milieux de culture utilisés au cours de ce
travail sont de base Murashige et Skoog (MS) (1962). (Annexe 03)

e Les éléments minéraux
- Les macroéléments : contiennent I'azote (N), et le phosphore (P) , Le potassium
(K), le magnésium (Mg) et le calcium (Ca). (Annexe 02)
-Les Microéléments : appelés aussi oligo-éléments, contiennent le fer (Fe), sulfate
(S), manganése (Mn), le cobalt (Co)...etc. lls jouent un réle important dans les
mécanismes enzymatiques. (Annexe 02)

e Les éléments organiques
- Source de carbone : le saccharose c’est une source d’énergie.
-Vitamines : il s'agit de la thiamine ajouté a 1mg/l et du myoinositol a 100mg/l. Elles
participent notamment au bon déroulement de la prolifération tissulaire.
-Acides aminés et autres additifs : adénine, glutamine.ils ont un effet sur la

prolifération des cals et la germination des embryons somatiques.
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- Le charbon actif : il a la propriété d’absorber les composés phénoliques excrétés
par I'explant et diffusés dans le milieu qui provoquent le brunissement et l'inhibition
de la croissance.
e Les phytohormones ou régulateurs de croissance
Les auxines (picloram2-4D), cytokinine (IPA) permettent la régularisation de la
croissance des tissus par un équilibre parfait entre les cytokinines et auxines dans le
milieu. (Annexe 01)
e Agents gélifiants
C'est le phytagel qui permet la solidification du milieu
3.2.2. Stérilisation des milieux de cultures
Les milieux de culture sont distribués soit dans des tubes stérilisés a raison de
15ml de milieu nutritif par tube, ou bien des bocaux avec un volume de 80ml par

bocal, la distribution ce fait automatiguement. Le pH du milieu est ajusté a 5.8 avant

gue la stérilisation ne s'effectue dans Il'autoclave pendant 20minutes a 120°C.
(Figure 13).

Figure 13 : Distribution et stérilisation de milieu de culture (A : Préparation du
milieu de culture, B : L'ajustement du PH, C : Distribution du milieu de culture, D :

Stérilisation du milieu de culture). (Photo personnelle.,2016)
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3.2. Germination des cals (phase de différenciation)

Pour permettre l'induction des embryons somatiques et leur germination, les cals

sont transférés petit a petit dans un milieu de germination GMN 2.

Le GMN3q est un milieu de base dépourvu des hormones, constitué de solutions
mere MS, de vitamines, de saccharose et d'autres additifs tel que les acides aminés
et les agents gélifiants. Ces composants assurent le bon développement du
processus (Annexe 04) . Les cultures sont repiquées sous hotte a flux laminaire
dans des bocaux bien stérilisés contenant 80ml de milieu de culture, ceux-ci sont
placés dans la chambre de culture soumis a une photopériode de 16 heures de
lumiere a une température ambiante de 28°C et de 8 heures d'obscurité a 23°C. Les

subcultures sont effectuées chaque 2 mois.

NB : la préparation du milieu GMNyq, se fait de la méme maniére que celle du

Moo avec les mémes conditions de stérilisation.
3.3. Développement des plantules

Les cultures sont mises au fur et a mesure dans le milieu de prolifération GMP.
Ce dernier est un milieu d'induction contenant tous les éléments nécessaires pour la
prolifération des plantules. Il est constitué des solutions méres, des vitamines Ms
ainsi qu'une hormone de croissance (AIB), qui aide la plantule a bien enraciné dans

une courte période (Annexe04).

Les repiquages se font toujours dans les conditions déja mentionné, ensuite les
cultures sont placées dans la chambre de culture exposée a la lumiére continue avec
une température de 28°C. Les subcultures sont faites avec un intervalle de deux

mois.
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Résultats et discussion

1. Etablissement de I'embryogenése somatique a partir des protoplastes

1.1. Suspension cellulaire

1.1.1. Mise en culture et évolution

Figure 14 : La mise en culture de la suspension cellulaire. (Photo

personnelle.,2016)

Aprés la mise en culture en milieu liquide Ps, nous avons remarqué que la
croissance des cals est différente pour chaque souche de trois cultivars utilisés. Les
résultats obtenus sont exprimés dans le tableau ci-apres (02).

Tableau 02 : Les différentes étapes appliquées tout au long de la période de culture
et prolifération des cals.

Cultivars | souches Poids 1€ 2°me 3°eme
du semaine semaine semaine Poids final
départ
DN DN; 29 / + - 5029
DN 29 / + - 3.75g
DN3 29 / - + 2.59
TKB, 29 / + 4.85¢
TKB TKB, Zg / + - 4.259
TKB3 29 / + 3.75¢
TGZ; 29 / + - 49
TGZ TGZ, 29 / + - 4.969
TGZ; 29 / - - 2.89
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/ : Absence de résultats
+ : Apparition de cals secondaires

- . Premiere filtration sur tamis de 380 um de diametre.

Le tableau 02 reléve les cals secondaires sont apparu & partir de la 2°™
semaine pour les souches DN; et DN, pour le cultivar DN, ainsi que pour les
souches TGZ; et TGZ, pour le génotype TGZ. Alors en ce qui concerne le cultivar
TKB seule la souche TKB, a montré des cals secondaires. Certains cals compacts
des souches TGZ; et TGZ, deviennent friable au bout de la 2°™ subculture, donnant
ainsi de bonnes sources pour I'établissement de suspension cellulaire qui sont la
base d'une prolifération cellulaire importante. Le reste des souches n'a connu

I'apparition des cals secondaires qu'a partir de la 3%™ semaine.

Certaines souches ont connu une filtration a partir du 16°Mme jour (DN3 et TGZ3) et
d'autres tel que (TGZ,, TGZ;, TKB,, DN1, DNy) leurs filtration s'est faite qu'a partir du

21%™ jour.

Apres la 3% semaine nous avons constaté qgue la prolifération des souches
était différente d'un cultivar a un autre. La meilleure prolifération a été observé chez
la souche DN; qui est passé de 2g a 5.02g en 21 jours seulement suivit par les
souches (TGZ;, TGZ, et TKB;, TKB,) qui ont commencées par 2g et ont fini
respectivement par (4g, 4.96g, 4.85g, 4.25g). Nous avons observé également que
les plus faibles proliférations ont été signalé chez les deux souches DN3 et TGZ;,
Ces dernieres, malgré leur faible prolifération, se dissociant tres. Nous avons
remarqué que les cals compacts du cultivar TGZ, dissociés, ont un comportement
différent des cals friables, et donnent naissance a des suspensions cellulaires a forte

croissance.

Au bout de 21 jours de culture aprés renouvellement de milieu les fragments de
cals initiaux ont été totalement dissociés et la culture est devenue une suspension
tres fine de petits agrégats ou de cellules isolées qui sont presque entiérement
récolée apres filtration. Le matériel obtenu a la fin de la suspension cellulaire servira

en processus d'isolement.
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1.1.2. Observation microscopique

Les cellules observées au microscope optique sont pour la plupart allongées et

vacuolisées. Cependant nous avons également observé des cellules petites et

rondes a fort rapport nucléocytoplasmique et cytoplasme dense qualifié

d'embryogénes”. (Figurel5)

Figurel5 : Cal embryogéne dissocié en petits groupes cellulaires(Grx40).

(Photo personnelle.,2016)

1.1.3. Test de viabilité par la coloration a la Fluorescenéine DiAcétate (FDA)

La viabilité des cellules est déterminée par le test a la fluorescéine diacétate

avec lequel les cellules vivantes deviennent fortement fluorescentes sous

rayonnement ultraviolets. Ce teste montre des amas cellulaires de différentes tailles

avec des cellules colorées en vert ce qui indique la viabilité des cellules (Figure 16).

Figure 16 : Cellule colorée avec fluorecine diacétate. (Photo personnelle.,2016)
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+ Discussion

L’initiation d’'une suspension cellulaire embryogéne (SCE) de bonne qualité
dépend de la qualité et du volume du cal embryogéne sélectionné en fonction de la
présence de seuls embryons développés. Une observation attentive et réguliere du
cal idéal choisi au préalable est nécessaire pour la sélection de cals embryogénes
qui sont en l'équilibre entre « la bonne taille » et la « bonne phase de

développement ». (Hannelore et al.,2003)

Durant notre expeérimentation nous avons constaté que lutilisation des cals
friables donne naissance a des cellules isolées avec un cytoplasme vacuolisé. Par
contre les cals compactes donnent des agrégats de cellules amyliferes apte a se
diviser mélées a des cellules allongées qui ne le sont pas. Les résultats obtenus

sont conforme aux travaux de Chabane et al.,2006; Yatta et al.,2016.

Dans notre étude, I'écrasement des cals choisi est effectué dans le but d'obtenir
un détachement rapide des micros cals également pour la suspension cellulaire.

conformément aux travaux de Tiecoura et al.,2014.

L'utilisation du milieu liquide Ps augmente d'une facon considérable le
rendement de I'embryogenese somatique et celui-ci induit une augmentation de
masse des cals nodulaires. Nos résultats confirment ceux de Fki.,2005; Yatta et
al.,2014; Mahmado Adamou et Sani Gaoh. B.,2010.

La suspension cellulaire avait été réalisée a partir de cals friables qui sont les
plus a méme de se dissocier et former des suspensions dispersées, a croissance
rapide intéressante pour des études au niveau unicellulaire. Ces résultats
correspondent avec ceux de Yatta et Bouguedoura., 2015. Ces auteurs confirment
gue les suspensions cellulaires doivent étre repiquées trés régulierement pour une

bonne croissance, méme si la densité saturante ne semble pas avoir été atteinte.

La qualité d'une suspension cellulaire diminue avec le nombre de repiquage et
ceci mene a un risque élevé de contamination et aussi a une diminution de taux de

croissance. Pour éviter ces risques un protocole de cryoconservation a été
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développé dans le but de stocker pour de longue période les suspensions

cellulaires.

Selon Hannelore et al.,2003 une bonne suspension cellulaire est caractérisé par
la présence d’'une grande proportion (>80%) d’agrégats de cellules embryogénes en
prolifération. Cette opération commence a apparaitre apres deux semaines entre

repiguages.

D'apres nos résultats, nous avons constaté que I'apparition des cals secondaires
n'était pas la méme pour les trois génotypes, certaines souches ont donné des cals
secondaires dés la 2°™® semaine et d'autres a la 3°™ semaine. Ce qui montre que
les souches embryogenes répondent differemment au milieu de culture liquide. Ces

résultats valide les travaux de Monnier.,1990 et Yatta.,2014.

Nous avons pris nos suspensions cellulaires pour l'isolement durant la phase de
multiplication exponentielle, car une phase stationnaire est observée apres trois
semaines durant laguelle la multiplication des cals est diminuée. Ce résultat a été

rapporté en 1991 par Abe et Ftsuhara et Assani et al.,2002.

La suspension cellulaire est le matériel nécessaire pour I'amélioration de la
plupart des monocotylédones, elle est considérée comme une source de choix pour
l'isolement des protoplastes. De nombreux travaux sur le bananier (Haicour 2002;
Assani et al., 2005) et sur le palmier dattier (Chabane et al., 2007; Yatta et al., 2012,
Yatta et Bouguedoura, 2013), ont mentionnés que la suspension cellulaire pourrait

étre le point initial pour I'hybridation somatique.
1.2. Isolement des protoplastes

La maitrise de la culture et de la régénération des plantes a partir des
protoplastes ouvre plusieurs voies de recherche telle que, la transformation
génétique, amélioration des plantes, études d'échange de métabolites, ainsi que la
fusion des protoplastes. Nous avons souligné l'importance de la qualité du matériel
végetal pour obtenir des suspensions cellulaires.

L'obtention de protoplastes se fait habituellement par digestion enzymatique de
la paroi, grace notamment a des enzymes telles que la pectinase, la cellulase, et la

pectolyase Y-23. Du fait de la pression osmotique, les cellules végétales ont
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normalement une forme du a une contrainte. La suppression de la paroi permet aux
protoplastes d'adopter une forme sphérique.

La réussite du processus d'isolement dépend de plusieurs facteurs
indispensables tels que
une meilleure combinaison enzymatique et le temps d'incubation.

Durant notre travail nous avons isolé les protoplastes a partir des suspensions
cellulaires agées d'une a trois semaines et issues des trois cultivars (DN, TKB,
TGZ). Nous les avons mis dans une solution enzymatique déja optimisée et jugée
par sa fiabilité et son efficacité dans le rendement en protoplastes.

1.2.1. Effet de la solution enzymatique

L'obtention des protoplastes nécessite la suppression de la paroi
pectocellulosique et ceci dépend d'une bonne combinaison enzymatique.

Vu que la paroi des protoplastes est constituée d'une cellulose et d'une pectine.
La présence des enzymes dégradent ces deux constituantes. Cette opération est
indispensable pour qu'il y ait une rupture des liaisons covalentes.

Dans le but de libérer des protoplastes issus de la suspension cellulaire ou de
micros cals friables, nous avons utilisé la combinaison enzymatique : Cellulase et
Hémicellulase optimisé par les étudiantes de la promotion précédente.

La solution enzymatique est aussi composée de : CaCl,, KCI, MES. L'ion Ca*
est utilisé pour son réle de stabilisateur des parois et le tampon MES est employé
pour éviter la variation brutale du pH lors de l'incubation (éclatement de certains
protoplastes causant un relachement du contenu vacuolaire).

L'ajustement du pH de la solution enzymatique joue un réle trés important en ce
qui concerne la libération des protoplastes, un pH de 5.7 est le plus recommandé
pour éviter qu'il y ait un choc lors du transfert des protoplastes dans la solution
enzymatique.

Aprés l'opération de la macération, nous avons constaté que la production des

protoplastes varie dans le méme sens qu'une concentration croissante de cellulase.

1.2.2. Effet des conditions d'incubation
La réussite du processus d'isolement nécessite lintervention de plusieurs
facteurs notamment l'agitation et le temps d'incubation. Ces derniers influencent la

rentabilité et le rendement des protoplastes et aussi le taux de leur variabilité. Notre
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travail a été basé sur l'étude de l'effet de ces deux facteurs lors du traitement

enzymatique.

1.2.2.1.Effet de I'agitation

Durant notre travail nous avons constaté que l'agitation joue un réle primordial
pour ce qui touche le détachement et le rendement des protoplastes, quel que soit la
nature et la concentration de la solution enzymatique et le temps d'incubation.

Des incubations a I'état agité ou non ont été conduites avec de différentes
fréequences allant de 25 a 100 tours/min pendant 45 minutes. En effet nous avons
remarqué qu'aprées 45 minutes d'agitation a une fréquence de 50a80tour/min il y a
eu une forte libération de protoplastes intacts et viables. Les incubations laissé au-
dela de 45 minutes en agitation, mené a une fréquence dépassant les 80 tour/min,
ont été abimés avec un éclatement complet des protoplastes et qui est peut étre dQ

a une forte pression d'agitation.

1.2.2.2. Effet du temps d'incubation
Dans notre expérimentation nous avons constaté que le facteur d'incubation
conditionne a son tour le rendement en protoplastes. Nous avons essaye de
combiner entre l'action du temps et le complexe enzymatique. Nous sommes ainsi
arrivés dans ce cas et aprés avoir utilisé la solution enzymatique SE; (Cellulase RS
2%, Hémicellulase 6%), a la conclusion que la réponse optimale ne peut étre

obtenue qu'aprés 24h d'incubation sans agitation.
1.2.3. Rendement des protoplastes

Sur le tableau 03 sont consignée les résultats obtenus en utilisant comme

matériel de départ les micros cals et les suspensions cellulaires.
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Tableau 03 :

Influence du génotype, du matériel de base et de la solution

enzymatique SEs sur le rendement en protoplastes (x10%g) chez DN, TKB et TGZ.

Génotype Deglet Nour
(DN)
Source du matériel Micro Suspension
végétal cals cellulaire
Temps d’incubation 24 10 24 10
(heure)
Agitation (60 / 45 min / 45 min
tours/min)
Rendement 2.5 3 7 6
x106(protoplastes/g
Viabilité (%) 58 60 70 68
Génotype Takerboucht
(TKB)
Source du matériel Micro Suspension
végétal cals cellulaire
Temps d’incubation 24 10 24 10
(heure)
Agitation (60 / 45 min / 45 min
tours/min)
Rendement 3 4 7 6
x106(protoplastes/g
Viabilité (%) 54 55 64 65
Génotype Tegaza
(TGZ2)
Source du matériel Micro Suspension
végeétal cals cellulaire
Temps d’incubation 24 10 24 10
(heure)
Agitation (60 / 45 min / 45 min
tours/min)
Rendement 3 4 5 5.74
x106(protoplastes/g
)
Viabilité (%) 40 54 64 67
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D'apres le tableau, la solution enzymatique SE; et les suspensions cellulaires ont
donné des résultats optimaux, pratiquement chez les trois cultivars avec un taux de
viabilités variés.

En ce qui concerne les micros cals, I'effet de la solution SE; a été testé en
premier sans agitation avec un temps d'incubation de 24h. Nous avons noté que le
taux de rendement chez les trois cultivars est presque de 3x10° protoplastes/g avec
un taux de variabilité différents, 58% chez DN, 54% chez TKB et enfin 40% chez
TGZ. En second lieux nous avons effectué un test avec une agitation de 45 min
avant incubation de 10h. Nous avons relevé des taux de rendement différents chez
les trois cultivars, ce qui nous a donné les suivants :

= 3x10° protoplastes/g et 60% de taux de variabilité chez le génotype DN.
= 4x10° protoplastes/g avec 55% de variabilité TKB.
* Chez le génotype TGZ. 4x10° protoplastes/g et une rentabilit¢ de 54%.
(Figure 17)

Figure 17 : Observation des protoplastes issus des micros cals sous microscope

optique (Grx40). (Photo personnelle.,2016)

Sur les suspensions cellulaires nous avons constaté que I'action de la solution
enzymatique dans les deux conditions déja cité ci-dessus a donné de meilleurs
résultats chez les trois cultivars, arrivant ainsi a 7x10°protoplastes/g avec 68% de

taux de variabilité. (Figurel8)
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Figurel8 : Observation des protoplastes issus des suspensions cellulaires sous
microscope optique (Grx40). (Photo personnelle.,2016)

Durant notre expérimentation, nous avons constaté que les cals utilisés doivent
étre friables et compacts et agés au minimum d'une année. Pour les cals noduleux la
solution enzymatique ne peut pas les digérer. Aussi les suspensions cellulaires
repiguées régulierement, doivent étre en phase de croissances, par contre les

essais effectués sur des suspensions agées n'ont pas été fructueux.

1.2.4. Variabilité morphologiques des protoplastes

Nous avons observé a 'aide d’'un microscope optique le contenu cytoplasmique
des protoplastes issus de cals friables et de suspensions cellulaires.

Nous avons constaté que la morphologie des protoplastes dépend de I'origine du
matériel végétal et aussi du génotype.

Aussi, nous avons trouvé deux types de protoplastes :

Les protoplastes de grande taille a cytoplasme vacuolisé en abondance, et c'est
le cas pour le génotype Deglet Nour.

Les protoplastes de petit taille a cytoplasme peu vacuolisé avec un rendement
moins abondant et c'est le cas pour les deux cultivras Tekarbouch et Tegaza.

Le premier type tend a bourgeonner dans les 48 h apres l'isolement perdant son
contenu cellulaire en se transformant en sphére vide. Le seconde type, plus actif, se

vacuolise peu et tend a néoformé une paroi cellulaire.
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La culture des protoplastes nécessite un milieu adéquat qui va stimuler la
division et la régénération de la paroi pectocellulosique.

La couche nourriciere englobe tous les éléments nutritifs nécessaires pour la
régénération des protoplastes et qui sont semblable a ceux des cellules et de tissus
en culture.

Les protoplastes commencent a régénérer leurs parois cellulaires quelques
heure aprés leur mise en culture. Apres quelques jours seulement, ils perdent leur
forme sphérique, ce qui indique le début de la régénération de la paroi qui induit par

la suite la formation des micros cals et enfin celle des cals.

+ Discussion

Dans le but d’isoler des protoplastes a partir de suspensions cellulaires et de
cals friables, Nous avons utilisé la combinaison d’enzymes (Cellulase,
Hémicellulase) avec des conditions expérimentales optimales (temps, agitation), afin
d’obtenir un meilleur rendement et un plus grand pourcentage de viabilité en
protoplastes.

Nos résultats dénote que le rendement en protoplastes dépend du matériel
végétal. Nous avons constaté que lorsque les suspensions cellulaires sont utilisées,
la rentabilité est élevée, par contre I'utilisation des cals friables donne des
rendements faibles. Ces résultats sont en accord avec les travaux réalisés sur le

bananier par plusieurs chercheurs cités par Haicour et al., 2004 et Guedira (2006).

Nous avons constaté que le génotype influence le rendement en protoplastes.
En effet, les plus hauts rendements de protoplastes sont obtenus a partir de cals
friables et de suspensions cellulaires issues de cultivars Deglet Nour quel que soit la
combinaison enzymatique utilisée. Ces résultats sont correspondent a ceux obtenue
par Si-Dehbi et al.,(2013) et Yatta et al.,(2014).

L'utilisation du complexe enzymatique SE; constitué de 2% cellulase RS et 6%
Hemmicellulase, a donné de meilleurs résultats avec les trois genotypes, quel que
soit le matériel végétal (cal ou suspension) et les conditions utilisé (agitation et
temps d'incubation). Aprés notre expérimentation nous n'avons constaté qu'une

agitation de 45 min avant incubation de 10h donne des résultats positifs, induisant la
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libération d'un grand nombre de protoplastes. Ce résultat correspond au travaux de
Yatta et al .,2014 et Yatta et al.,2015 .

La présence dune cellulase RS et une pectinase est essentiellement
indispensable pour ['obtention d'excellent rendement en protoplastes. Une
concentration de cellulase inférieure a 1% peut induire un faible rendement selon
Haicour et al (2004). Un pourcentage supérieur a 2 % peut provoquer la digestion

du matériel végétal. Ce est en accord avec les travaux de Guedira.,2006.

Le maintien d'agitation avec une durée de 45 min a 80 tour/min est important,
car au-dela de ce temps, nous remarquons un éclatement des cellules sous I'effet

de pression. Cela concorde avec les travaux de Haicour et al.,2004.

Notre étude a permis la production des protoplastes viables de formes arrondies
de taille variables, ceci est en accord avec les travaux de (Chabane.,2007; Yatta et
al.,2013 et Bouguedoura .,2013).

Dans notre étude, nous avons remarqué une régénération des protoplastes
issus de suspensions cellulaires qui sont capable d’évoluer en embryons. Cette
évolution dépend de la qualité de la suspension cellulaire utilisée. Il parait donc, que
I'évolution des protoplastes dépend de la source du matériel végétal utilisé, et leurs
divisions nécessitent la régénération de leurs parois. En effet les protoplastes qui ne
peuvent pas régénérer leurs parois ne se divisent pas. Ces résultats correspondent
aux travaux de Bohnke et Kohlenbach, 1978, Assani et al., 2005.
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2. Régénération des protoplastes

A T'origine, les techniques d’embryogenése somatique ont été envisagées pour
deux objectifs principaux : la micropropagation de masse d'une part, et le
développement d’outils cellulaires pour 'amélioration génétique d'une autre part (par
exemple la transformation génétique et la fusion de protoplastes). Ces techniques
reposent sur l'utilisation de régulateurs de croissance synthétiques (auxines) pour
induire la dédifférenciation des tissus et la formation de cals embryogénes et
l'obtention des suspensions cellulaires. Les suspensions cellulaires est le matériel de
départ pour l'obtention des protoplastes. La régénération des protoplastes par

embryogenése somatique et leur développement en plantules ont été réalisées.
2.1. Survie des protoplastes

L'objectif de cette phase est d'obtenir des cals a partir des protoplastes isolés
des trois génotypes (DN, TKB, TGZ).

D'apreés nos travaux et les résultats obtenus par les étudiantes de la promotion
2015 sur le début de régénération, la formation des parois a été observée sur la
couche nourrice apres 72 h de culture. (Figure 19)

Figure 19 : Début de régénération des protoplastes apres 72h de mise en

Culture .
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2.2. Développement des protoplastes isolés

Durant notre expérimentation, nous avons observé que lors de la formation des
parois, les cellules changent de forme et se divisent fortement. Ces nombreuses

divisions induisent la formation des micros cals de couleur blanche.

Les premiers signes de régénérations des protoplastes se traduisent par le
changement de leurs formes qui passe d'une forme sphérique a ovale et ceci se fait

en un temps trés réduit.

Nous avons observé que la majorité des protoplastes obtenus ont régénéré leur
paroi cellulaire au bout de quelques jours, une fois les membranes sont formées, les
cellules dérivant des protoplastes isolés subissent une séries de divisions dont
chaque une donne naissance a des cellules plus importante en masse et volume par

rapport aux premieres obtenues. (Figure 20)

Figure 20 :Cal issu de la culture de protoplastes sur le milieu PcM2

Aprés plusieurs divisions, nous avons observé la formation de
petites colonies cellulaires et leur multiplication intense a conduit a la formation des
micros cals sur la couche nourriciere de la suspension cellulaire de génotype DN.

Nous avons constaté que certains protoplastes n'ont présenté aucune évolution,

ceci est peut-étre di soit a des erreurs de manipulation, a I'éclatement des

protoplastes ou bien a des contaminations.
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Le suivi du développement de protoplastes apres 10 jours de cultures nous a
permet d'analyser leur évolution et déduire I'importance de leur origine et aussi celle

de la couche nourrice.
2.3. Evolutions des micros cals en cals

Apreés 45 jours, le transfert des micros cals formés sur la couche nourriciere vers
un milieu d'induction Mygode base MS contenant (100mg/l de 2.4-D) associé a (3mg/l
d'IPA), permet leur transformation en cals de couleur blanchéatre plus ou moins
friables. Ces cals entre en développement et double leur volume aprés quelques

semaines de mise en culture. (Figure21)

Figure 21 : (A : transfere des cals dans le milieu Mg ; B : cals fiable sous loupe).
(Photo personnelle.,2016)

2.4. Multiplication des cals (phase initiation)

Sous la hotte a flux laminaire, les cals sont repiqués successivement tous les 4 a
5 semaines dans des bocaux sur des milieux neufs Migo les cultures ont été mises
dans une chambre de culture obscure avec une température de 25 + 2°C, et une
hygrométrie de 70 % (humidité relative). Pour chaque combinaison hormonale

(génotype/milieu) plusieurs répétitions ont été réalisées. Le taux d’induction des cals
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et l'intensité de prolifération des cals ont été évalués aprés 8 semaines de culture.
(Figure 22)

Figure 22 : Cals embryogenes aprés 8 semaines d'induction sur le milieu Mgo.
(Photo personnelle.,2016)

L'initiation des cals a partir des protoplastes isolés a été favorisée par la
présence d’hormones de croissance dans le milieu.

L'association auxine/cytokinine (2-4D/IPA) conduit non seulement a la production
des cals mais ainsi a la multiplication intense et rapide de la callogenése.

Aprés 3 mois (3°™ subcultures), les résultats obtenus montrent que le milieu
Mioo, €st révélé stimulateur d’'une multiplication intense de callogenése et nous avons
remarqué une prolifération et un développement important des cals embryogénes.
(Figure23)
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Figure 23 : (A : cals développé dans le milieu Mg aprés la 3°™ subculture ; B+C :

cals misent dans le milieu M1go aprés la 5°™ subculture). (Photo personnelle.,2016)

Nos résultats montrent que ces milieux ont permis la viabilité des cals ainsi
gu’une bonne activité de multiplication, et aussi nous avons constaté que I'aptitude a

la callogenese differe selon les cultivars utilisées.
2.5. Induction a I'embryogenése somatique

Certains cals obtenus a partir des protoplastes régénérés, ont été transférés au
fur et mesure sur un milieu de germination de base MS (GMNyq), ce dernier est
dépourvu d'hormones de croissances. Le but de cette phase est l'induction des
embryons somatique ainsi que leur germination, les cultures ont été soumises a une
photopériode a une température de 28°C avec des repiquages continus chaque 60
jours.

Le GMN3qo contient tous les éléments nécessaires qui permettent aux cellules de
se développer et transformer du stade cal au stade nodule embryonnaire

Aprés la premiere subculture (2 mois), nous avons observé que la réponse des
cals sur le milieu d’'induction de I'embryogenése somatique (GMNygg), se manifeste
dans un premier temps par I'apparition en petite proportion de cal blanc d’aspect
nodulaire a la surface du cal. Ces nodules évoluent en petites formes allongées.Ces

derniers peuvent étre isolés ou restés sous forme de touffes et se multiplie grace aux
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Figure 24: Obtention des embryons et leurs germinations. (Photo

personnelle.,2016)

Apres 4 semaines d'induction, nous avons remarqué que la lumiére semble avoir
un effet positif sur la multiplication des cals et leur transformation en embryon, ces
derniers sont restés hydraté et entrent totalement en prolifération fibreuse a la
lumiéere. Nous avons constaté aussi qu'a présence de la lumiére les cals se sont vite
transféré en embryon et apres quelques semaines les embryons en touffes

d'embryon accompagné par verdissement de tissus.

La formation des territoires noduleux ne semble pas freinée a la lumiere, du fait

BN

gue les nodules formés ont tendances a " germer" précocement en jeunes plantules.

Nos résultats montrent que a la lumiere et a la faveur de milieu de culture, au
bout de la 2°™ subculture des petits départs de plantules chlorophyllienne sont
visibles, des nodules embryogénes apparaissent également mais deviennent
chlorophylliens et forment des feuilles chétives et fines ainsi prennent une teinte bien
distinguée, secretent des phénols et forment des petites racines a la fin de la phase

de multiplication. (Figure 25)
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Figure 25 : L'apparition des embryons nodulaires aprés deux repiquages

successifs.(Photo personnelle.,2016)

Au cours de notre expérimentation nous avons suivis ['évolution et la

multiplication des embryons mis a notre disposition ci-aprés (tableau 04).
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Tableau 04 : La régénération des protoplastes et le développement des cals chez
les cultivars (DN, TKB, TGZ).

Production multiplication Touffe | Multiplicatio
des Cals | Embryon | pour les | d'embryon | n pour
Cultivar | protoplastes embryons % touffe
s | obtenus d'embryon
x10%g %
Iso DN; 7X1069/I 51 45 88.23% 49 96.07%
IsoDN 6.65x106g 28 28 100% 23 82.14%
o |/l
ISODN 6.33x10° | 11 02 18.18% 02 18.18%
3|/l
7x10°/l 36 16 44% 04 11.11%
IsoTKB;
IsoTKB 5.99x106g 39 13 39% 06 15.38%
> N
IsoTKB3 | 6.03x10°% | 25 19 76% 16 64%
N
IsoTGZ | 5.74x10%/l | 02 / 0% / 0%
1
Iso | 4.23x10% 01 / 0% / 0%
TGZ, l
IsoTGZ | 3x10°g/l 12 1 8.33% / 0%
3

En comparant entre les résultats obtenus des différentes souches des trois
cultivars, nous avons constaté que les trois souches (IsoDN3y, ISODN; et ISOTKB3) ont
donnés les meilleurs résultats que ce soit pour le rendement en protoplastes, ou pour
leur régénération en cals et aussi pour le nombre obtenu des embryons, et des
touffes d'embryons. Nous avons noté un rendement en protoplastes approximatif a
7x10°/l pour les trois souches, avec des taux de multiplications embryonnaires
respectivement noté (88.23%, 100% et 76%) et (96.07%, 82.14%et 64%) pour les

touffes d'embryons.

Le tableau 04 ressort aussi que les souches IsoTKB; IsoTKB; et IsoDN3 malgré
leurs meilleurs rendements en protoplastes, ont données des résultats moins faibles

par rapport aux trois déja cité. Nous avons noté des taux de multiplications
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embryonnaires approximatifs respectivement de (39%,44% et 18.18%) ainsi que
(15.38%,11.11% et 18.18%) pour les touffes d'embryons.

Nous avons noté aussi que les trois souches du cultivar TGZ n'ont connu aucun

développement. (Figure 26)

Les taux de multiplications des cals chez les trois
cultivars (DN, TKB, TGZ)
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Figure 26 : La multiplication des cals et leurs développements en embryons et

touffes d'embryons % chez les trois cultivars (DN, TKB, TGZ).
2.6. Développement des plantules

La néoformation des jeunes plantules a partir des protoplastes se fait grace un
milieu de prolifération GMP de base (MS) contenant une composition de vitamines
MS (Thiamine 1mg/l, Acide nicotinique 1mg/l, pyridoscine 1mg/l) avec la présence
facultative d'hormone de croissance (AIB 1mg/l), cette derniére joue un rble tres
important dans l'enracinement des plantules.

Pour cette phase les mémes conditions déja cité ont été suivies avec un
repiguage a un intervalle de 50 a 60 jours.

Durant notre expérimentation nous avons observé que la vitesse de
néoformation des plantules est liee a difféerentes parametres dont : le milieu

d'entretien des cals et embryons.
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Nous avons remarqué que le développement de toutes les jeunes plantules sur
un cal n'est pas synchrone, des plantules bien individualisées et des plantules en
touffes. (Figure27)

Figure 27: les jeunes plantules repiquées dans le milieu GMP. (Photo
personnelle.,2016)

Au cours de notre expérimentation nous avons suivis le développement de
matériel végétal et les résultats obtenus sont résumés sont le tableau ci-aprés
(tableau 05).

Tableau 05 : Le développement des cals en plantules et touffes de plantules chez
les génotypes (DN, TKB, TGZ).

Multiplication Touffe de | Multiplication
Cultivars Cals | Plantules | pour les plantule | pour touffe de

plantules % plantules %
Iso DN; 51 48 94.11% 44 86.27%
IsoDN; 28 25 89.28% 21 75%
ISODN3 11 3 27.27% 1 9.09%
ISoTKB; 36 16 41.02% 13 36.11%
ISOTKB; 39 22 56.10% 18 46.15%
ISOTKB3 25 21 84% 15 60%
IsoTGZ; 02 / 0% / 0%
Iso TGZ, 01 / 0% / 0%
ISOTGZ3 12 4 33.33% 1 8.33%
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Le tableau 05 ressort que les souches choisies ont montrés des développements
qui ne sont pas semblable. Nous avons noté que les souches IsoDN;, ISODN; et
IsoTKB3 ont données des meilleures taux de multiplications que ce soit pour les
plantules ou les touffes de plantules. Les taux ont été inscrit respectivement comme
suit : (94.11%,89.28% et 84%) pour les plantules et (86.27%,75% et 60%) pour les
touffes de plantules. Nous avons observé ainsi que les souches IsoTBKj, ISOTKB; et
IsoDN3 ont connu des taux moins faibles avec (41.02%,56.10% et 27.27%) pour les
plantules et (36.11%,46.15% et 9.09%) pour les touffes de plantules, tandis que les

souches du cultivar TGZ n'ont connus aucun développement. (Figure28)

Développement en plantules chez les cultivars ( DN, TKB,
TGZ)
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Figure 28 : Développement en plantules chez les différentes souches des
cultivars (DN, TKB, TGZ).

4+ Discussion
De nombreux facteurs influencent [isolement de protoplastes, tels que
I'épaisseur de la paroi, le temps d'incubation et le pH de la solution enzymatique, la
maniére d'agitation, la palmolyse avant la digestion enzymatique). Il est clair que
I'application d'une palmolyse avant la digestion enzymatique influence le taux de
protoplastes obtenuset leurs variabilités (Davey et al., 2004 ;Power et al.,2004).

Durant notre expérimentation, les proroplastes obtenus ont montré la régénération
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de paroi, des divisions cellulaires et la formation de micros cals puis de cals, dont

certains cals se sont transformés en embryons puis en plantules.

Nos résultats, ont montrés l'importance primordiale de la couche nourriciere et
son efficacité pour linduction de l'activité mitotique des protoplastes et I'obtention
d'un nombre considérable de micros cals. Ces résultats concorde a ceux de (Sun et
al.,2004; Assani et al.,2006; Chabane.,2007; Yatta et al.,2015; Yatta et al.,2016).

La couche nourrice contient tous les éléments nécessaires pour la régénération
rapide des protoplastes. Selon Komai et al (2006), les protoplastes exigent la couche

nourriciére pour servir de stimulus a leurs divisions cellulaires.

Il ressort de nous travaux, que la paroi se fait pendant les 3 a 5 premiers jours de
culture sur couche nourrice, mais elle ne débute qu'aprés 24 h. cette reconstitution
s'exprime par l'apparition de la forme ovale de la cellule, ceci confirme que les

cellules reconstituent leur paroi rapidement.

La formation de la paroi cellulaire est généralement suivie par des divisions
cellulaires. Au bout de quelques mois, il y a formation de micros cals. Le hombre de
micros cals formés parait étre influencé par la présence de cellules nourricieres

présentes dans la couche nourriciére.

La présence d'auxine seule ou en combinaison avec cytokinine, reléeve une
efficacité dans la régénération de protoplastes (Davey et al.,2005). Ainsi
l'optimisation du développement des protoplastes se fait en fonction de la
combinaison en régulateurs de croissance. Nous avons constaté que seule

l'association 2.4-D/IPA induit des divisions cellulaires actives et la formation de cals.

Protoplastes pures et viables. Dans certaines conditions en culture, ces
protoplastes ont reformés leurs parois et ont entamés une série de divisions. Nous
ne sommes cependant par parvenu a faire poursuivre ces divisions, aux structures

pluricellulaires obtenues de fagon répétable, jusqu'a la formation d'une micro colonie.

La multiplication des cals est une étape importante qui demeure le probleme
fondamental dans le programme d’embryogenése somatique du palmier dattier. Ce
résultat concorde avec celui de nombreux auteurs (Bouguedoura., 1979;
Chabane.,2007; Yatta .,2007; Bouguedoura.,2015) qui ont rencontré une grande

difficulté & maintenir les cals en survie.
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Le 2,4-D est une substance de choix pour l'obtention de cals (Norma et al.,
1988). Il posséde une capacité auxinique marquée et provoque a forte concentration
de 100 mg/l, une dédifférenciation des tissus, suivie d’'une prolifération cellulaire
conduisant a la production de cals (Yatta., 2007). Des chercheurs rapportent

I'efficacité du picloram par rapport au 2,4-D (Zaid., 1989; Murashing., 1983).

Nos résultats montrent que la production des cals s’est installée sur le milieu et
présente des structures callogénes différentes (friable et compacte). En effet I'emploi
des différents régulateurs de croissance (2,4-D 100mg/l, IPA 3mg/l pour le M1gp) S'est
révélé trés efficace pour la multiplication des cals embryogénes. Ces résultats
confirment ceux obtenus par (Bhaskaran et Roberta.,1995; Mater.,1986; Daguin et
Letouze.,1988; Zaid et Tisserat., 1989; Yatta et Fergani., 2007, Vanneste et Friml.,
2009).

L’ajout de I'acide aminé Glutamine contribue a la multiplication en améliorant leur
pourcentage et nature callogénes sans modifier I'aspect et la taille des cals
néoformés, ces résultats affirment les travaux de Reuveni.,1979; Reynold et
Murashige.,1979; Sharma et al., 1998; Daguin et Letouze 1988; Zaid 1989; Chabane
1995; Yatta et Fergani 2007; Vanneste et Friml.,2009; Yatta et Bouguedoura.,2013.
VANNESTE et FRIML (2009) montrent que la glutamine a 100mg/l améliore le
pourcentage des cals et non pas l'aspect et la taille des cals néoformés.

Plusieurs auteurs (Reuveni.,1979; Reynold et Murachige., 1979 ; Daguin et
Letouze., 1988 ; Zaid.,1989 ; CHabane.,1995; Yatta., 2007; Yatta., 2013 ), confirment
la performance et la rapidité de ces deux hormones dans linduction et la
multiplication des cals embryogénes. Ceci est confirmé aussi par Tisserat (1979) sur

les embryons zygotiques.

Dans notre étude, nous avons remarqué une régéenération des protoplastes issus
de suspensions cellulaires qui sont capable d’évoluer en embryons. Cette évolution
dépend de la qualité de la suspension cellulaire utilisée. Il parait donc que I'évolution
des protoplastes dépend de la source du matériel végétal utilisée, et leur division
nécessite la régénération de leur paroi. En effet les protoplastes qui ne peuvent pas
régénérer leur paroi ne se divisent pas. Ces résultats concordent avec les travaux de
Bohnke et Kohlenbach., 1978, Assani et al.,2005.
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Les protoplastes du palmier dattier comme ceux de la plupart des
monocotylédones sont considérés comme récalcitrants. La mise en culture des
protoplastes n’est envisageable que s’ils sont isolés en quantité suffisante. Ce
résultat est en accord avec Assani et al.,, 2002. Leur culture pose de nombreux
problemes. C’est pour cela que l'utilisation des couches nourricieres reste pour
l'instant le milieu favorable pour stimuler les divisions cellulaires de protoplastes du

palmier dattier.

Nous considérons ce résultat comme un succeés dans le domaine des

biotechnologies végétales
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Conclusion

La culture du palmier dattier est sujette a divers problémes phytosanitaires qui
entravent son développement et son extension. Le bayoud causé par un
champignon Fusarium oxysporum fsp albedinis est la maladie la plus destructive et
la plus menagante.

Ce travail nous a permis de réaliser en grande partie les objectifs que nous
avions fixés au départ a savoir 'obtention de la suspension cellulaire a partir des
cals embryogénes chez les trois cultivars Deglet nour, Takerboucht et Tegaza, ainsi

l'isolement et la régénération des protoplastes par embryogénése somatique.

Nous avons établi des suspensions cellulaires a partir des cals embryogénes
friable des trois cultivars, ces suspensions ont été utilisées pour l'isolement des
protoplastes, Ce sont les suspensions cellulaires et les cals qui ont permis
I'obtention du rendement en protoplastes le plus élevé, les cellules produites chez le
cultivar Deglet Nour montre une dissociation continue des agrégats cellulaires par

rapport aux cellules des cultivars Takerboucht et Tegaza.

L’isolement de protoplastes dépend de plusieurs facteurs, le choix du génotype
étudié, de la nature et de la composition de la solution enzymatique, et du temps
d’'incubation de matériel végétal dans la solution enzymatique. Le meilleur

rendement obtenu a été noté par les protoplastes isolés a partir de la solution

enzymatique SE contenant 2% de cellulase et 6% d’Hémicellulase.

Nos travaux ont permis aussi de révéler 'importance de la couche nourriciére et
son efficacité pour I'induction de l'activité mitotique des protoplastes, elle est aussi
un outil trés important pour la régénération de la paroi des protoplastes et la

formation d’'un nombre considérable de micro cals.

Notre expérience a relevé que la formation de la paroi se fait pendant les
premiers 72h de la mise en culture et elle ne débute qu'aprés 24h. La reconstitution
de la paroi se manifeste par I'apparition de la forme ovale cellules ce qui indique que
I'état d'un vrai protoplaste est trés bref et que les cellules vont bientbt reconstituées

leurs parois.
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La formation de la paroi est souvent suivie par des divisions cellulaires, et la
formation des micros cals aura lieu dés le premier mois grace aux constituants de la

couche nourrice qui améliore essentiellement le rendement des micros cals.

Les cals issus de micros cals, cultives sur le milieu GMN2oo dépourvu de
substances de croissances, donnent naissance a des embryons somatiques. Ces
derniers se développent soit directement en racines sans partie aérienne, mais un
faible pourcentage de ces derniers se développe en plantules. Malgré I'obtention
d'un faible taux de régénération de protoplastes, nous considérons que ces résultats

est un succes dans le domaine de la biotechnologie et 'amélioration des plantes.

En perspective, nous proposons quelques idées qui pourraient étre prises en
considération pour la réussite de la culture des protoplastes et I'obtention d'hybrides
somatiques apres fusion des protoplastes chez le palmier dattier.

= Tester d'autres concentrations d'auxines responsables de la croissance
désorganisée des cellules embryogenes.

= Mettre en culture uniquement des cals friables dans le milieu liquide Ps,

= Développement d'une suspension cellulaire embryogéne stable comme
source principale de la production de protoplastes.

= Maitre du temps d'expositions des micros cals sur la couche nourrice.

= Evaluer la culture de protoplastes par des techniques histologique,
caryologique, moléculaire et cytofluorimétrique
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Annexes



Annexe 01

Figure 01 : Stérilisateur a billes. Figure02 : Etuve. Figure03 : Matériel de
repiquage.

Figure 04 : Balance. Figure 05 : Balance de précision. Figure 06 : Verrerie.
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Figure 07: (a) IPA, 2.4D, Picloram. (b)Thiamine, Vitamines Morel,

Vitamines Ms.

Figure 08 : Distributeur automatique. Figure 09 : Macro Ms, Micro Ms

et Fer Ms.



Figure 11 : Agitateur. Figure 12 : Centrifugeuse.



Figure 13 : Hotte a flux laminaire.

Figure 14 : Chambre de culture.



Annexe 02

Tableau 01 : Les composants de la solution mere des Macro MS.

Concentration du (n) fois Concentration de la
Produits milieu concentration solution mere
KNO; 1.99/I X25 45,59
NH,NO; 1.65¢/I X25 41.25¢
CaCl2 ,2H, O 0.44g/1 X25 119
MgS0,, 7H,0 0.37q/l X25 9.25¢
KH,PO, 0.17g/l X25 4.25¢

Tableau 02 : Les composants de la solution mere des Micro MS.

Produits Concentration du (n) fois Concentration de la
milieu concentration solution mere

H;BO0; 6.2mg/l X100 620 mg
MnSO,, 7H,0 16.9mg/I X100 1690 mg
ZnS0,, 7H,0 8.6mg/l X100 860 mg

CuS0,, 5H, O 0.025mg/I X100 2.5 mg

CaCl,, 6H,0 0.025mg/I X100 2.5mg
NaMoO,, 2H,0 0.25mg/I X100 25 mg

Kl 0.83mg/L X100 83 mg

Tableau 03 : Les composants de la solution mere Fer MS.

Produits Concentration du (n) fois Concentration de la
milieu concentration solution mere
Na, EDTA 0.03735¢/I X100 3.73¢
FeS0O,, 7H,0 0.02785¢/I X100 2.78¢




Annexe 03

Tableau 04 : Milieux solides pour I'induction et la multiplication des cals.

Eléments Milieu M1go
Solutions meres Murashig et Skoog
Macro éléments
Micro éléments 40 ml
Fer MS 10 ml

10 ml

Vitamines
Thiamine 1 mgl/l
Myo-inositol 100 mg/I
Hormones de croissances
IPA 3 mg/l
Piclorame /
2-4D 100 mg/I
Source de carbone
Saccharose 45 g/l
Autres constituants
KH,PO4 100 mg/I
Na ,H,PO, 170 mg/l
Adénine 40 mg/l
Citrate d’ammonium 200 mg/I
L-Glutamine 100 mg/I
Charbon actif 39/l
Agent de solidification
phytagel 79/l

pH

=5.84




Tableau 05 : Milieu liquide pour la suspension cellulaire (P5).

Eléments Quantités
Solutions meres de Murashig et Skoog
Macro éléments 40 ml
Micro élements 10 mi
Fer 10 ml
Vitamines
Thiamine 1 mgl/l
Inositol 100mg/I
Hormones de croissances
Piclorame 5 mg/I
IPA 1 mg/l
Source de Carbone
Saccharose 45 g/l
Autres additifs
KH,PO, 100 mg/I
NaH,PO, 170 mg/l
L-Glutamine 100 mg/I
Adenine 40 mg/l
PVP 2 g/l
Citrate d’ammonium 200 mg/I
MnSO, 40 mg/I

pH=5.84




Tableau 06 : Milieu PcM2 (couche nourriciere pour la mise en culture des
protoplastes et I'induction du cal embryogene).

Produits Concentration

Solution meres de Murashig et Skoog

Macro éléments 40 ml
Micro éléments 10 ml
Fer 10 ml

Source de carbone

Glucose 059
Maltose 0.1g
Saccharose 45 ¢
Mannitol 45¢

Hormones de croissance

2-4D 2.5ml
Vitamines
Vitamines Morel Iml

Agent de solidification
agarose 209

pH=57




Annexe 04

Tableau 07 : Milieu solide pour la germination des cals. (Pour 1L de milieu)

Eléments Milieu GMN2q
Solutions meres Murashig et Skoog
Macro éléments 40 ml
Micro éléments 10 mi
Fer MS 10 mi
Vitamines
Thiamine 1mg/l
Hormones de croissances /
Source de carbone
Saccharose 60g
Autres additifs
Myo-inosito 100mg
L-Glutamine 200mg
Adenine 40mg
NH;NO3 200mg
KH,PO,4 100mg
NaH,PO,4 170mg
Charbon actif 200mg
Agent de solidification
Phytagel 29

pH=5384




Tableau08 : Milieu solide de prolifération (Pour un 1L de milieu).

Eléements Milieu GMP
Solutions meéres Murashig et Skoog
Macro éléments 40 ml
Micro éléments 10ml
Fer MS 10ml
Vitamines MS
Thiamine Img/l
Acide nicotinique 1mg/l
pyridoscine Img/l
Hormones de croissances
AIB (pas toujours) 1mg/l
Source de Carbone
Saccharose 60g
Autres additifs
Myo-inosito 100mg
L-Glutamine 200mg
Citrate d'ammonium 200mg
KH,PO, 100mg
NaH,PO, 170mg
Charbon actif 200mg
Agent de solidification
Phytagel 29

pH =5.84




Annexe 05

Tableau 09 : Les principaux travaux d'embryogenése somatique du palmier dattier
(Yatta.,2009).

Auteurs Explants Reésultats
Reuveni et al.,1979 Embryon zygotique entier Obtention de cals
embryogeénes
Bouguedoura.,1979 Apex, bourgeons axillaires, stipe, et | Formation de plantules
rachis
Reynolds et Embryon excisés de noyaux immatures | Proembryon
murachige.,1979
Tisserat.,1979 Embryon excisés de graines apex, | Formation de plantules

bourgeons axillaire, fragment de rachis
ainsi que des inflorescences

Mater.,1986 Embryons  zygotiques  immatures, | Formation de plantules
fragment, de cceur de rejets

Sharmaet al.,1984 et 1987 | Apex, bourgeons axillaires, explants | Formation de plantules
foliaires de viro plants

Yakoub bougdal., 1986 Apex, bourgeons auxillaires meritémes, | Formation
apex, bourgeons axilaires d'inflorescences et étude
des phychromes, dosage
de 'ADN
Daikh et Demarly.,1987 Explant foliaires de vito-plant Formation de plantules
Daguin et Letouze.,1987 Tissus cceur de rejet Formation de plantules
Lachger sillou.,1989 Tissus de ccoeur de rejet, embryon | Formation de plantules
zygotiques
Loutfi., 1989 Jeune inflorescence male et femelle Formation de plantules
Scoarnec.,1991 Tissus de cceur de rejet Formation de plantules
Chabane.,1995 Apex, bourgeons axilliaire, stipe, et | Formation des plantules
rachis, feuilles de cceur de rejets d'explants de cceur de
rejets
El hadrami et baaziz.,1995 | Tissus de cceur de rejets Formation de plantules
Fergani.,1998 Apex, stipe, jeunes feuilles Formation de plantules
Yakoub-bougdal.,2005 Apex, bourgeons axillaires Formation

d'inflorescences et étude
comparative  entre e
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