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RESUME
L’agrumiculture  occupe une place trés importante dans I'’économie agricole
nationale. Cependant, son développement reste confronté aux contraintes de
production de plants sains et de qualité, Alors qu’il existe plusieurs techniques
modernes de multiplication et d’assainissement, parmi eux, I'embyogénése
somatique.

L’objectif de notre travail est de réaliser la technique d’embryogénése somatique
pour ses avantages, en vue de préserver le patrimoine agrumicole algérien. Pour
cela, nous avons essayé ce type de multiplication sur trois groupes différents avec
six variétés, a savoir; les citronnier : Beni Abbes, Afrigue du Nord, Dellys, le
Manadarinier : Mandarine de Blida, et les orangers : Shamouti de Station, Meski,
Bey et Miliah. Ou nous avons varié la composition de milieu de culture avec
adjonction d’hormone de croissance ; BAP seul, le 2.4D seul et une combinaison
BAP + 2.4D.

Les résultats obtenus, montrent que I'hormone de croissance qui a permis
I'obtention des cals embryogénes est le BAP. Au niveau des groupes et des variétés,
le groupe des citronniers présente la meilleure aptitude a la callogénése et
'embryogénese, puis vient le groupe des orangers avec une seule variété
(Shamouti de Station), et en fin le mandarier de Blida qui n’a donné que des cals

non-embryogenes.

Mots clés : agrumes, BAP, 2.4D, embryogénéese somatique,Virus



ABSTRACT

The citrus culture takes an important place in the national agricultural economy.
Whereas, her development remain confronted on constraint with production of free
and high quality plant. So, there are several modern techniques of multiplication and

cleansing, among them, the somatic embryogenesis.

The objective of our work is to practice this technique for their avantages, with a
view to preserve the Algerian citrus heritage. For that, we try this methode of
multiplication on three different groups with six varieties; lemon: Beni Abbes, Afrique
du Nord, Dellys, Mandarin: Mandarin of Blida,Orange: Shamouti de Station, Meski,
Bey and Miliah. And we varied the growth regulators composition of the medium

culture; BAP, 2.4 D and BAP+2.4D.

The obtain results show that the hormone who developed embryogenic callus is
the BAP. And the group of lemon present the better aptitude of callogenesis et
embryogenesis, then, come the group of orange with one variety (Shamouti de

Station), and in the end, the mandarin of Blida give no embryogenic callus.

Keywords: Citrus, BAP, 2.4D, somatic embryogenesis.Virus
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INTRODUCTION

Les agrumes présentent un intérét vital pour un grand nombre de pays par leur
importance économique, notamment les revenus appréciables qu’elles générent
d'une part et d’autre part des emplois qu’elles occupent ainsi que les produits
d’exploitation et de transformation en divers dérivés.

L'étendue de production d'agrumes s'explique par le fait que ces fruits sont
appréciés aussi bien pour la consommation en frais que pour la transformation,
surtout en fabrication de jus [1]. De plus, ils sont pourvus d'effets bénéfiques sur la
santé, telles que la prévention des cancers et des maladies cardiovasculaires, et

offrent de grandes qualités nutritionnelles [2].

De ce fait la production mondiale des agrumes ne cesse de se développer; elle
atteint a 115 525,2 milliers de tonnes en 2011[3]. Les pays producteurs de
I'hnémisphére Nord représentent environ 70% de la production mondiale des fruits
frais.

Aujourd’hui, un agrume sur deux commercialisés sur le marché international est
méditerranéen [4]. L’Algérie, figure parmi les grands pays méditerranéens
producteurs d’agrumes, avec une superficie de 64 766 Hectares [5]. En effet, elle
est passée de 4 326 350 quintaux en 1999/2000 a 12 048 010 quintaux en
2012/2013 [5], une production relativement faible par rapport a lI'importance de la
superficie agrumicole. En effet, le rendement national moyen est de I'ordre de 20
T/ha [6]. Ce niveau est faible par rapport au potentiel d’une culture bien conduite
et aux performances observées dans les pays agrumicoles du bassin
méditerranéen qui atteint le double.

La réduction du potentiel productif des vergers agrumicoles est essentiellement
due au vieillissement des arbres qui datent de I'époque coloniale, la dégradation
de leur état phytosanitaire suite aux multiples attaques de ravageurs et différents

agents pathogenes particulierement virus et virus similaires.

Face a ces problemes, et pour reconquérir sa place perdue sur le marché des
agrumes, I'Algérie doit mettre en place une stratégie agricole visant a renouveler,
multiplier, et améliorer le patrimoine agrumicole tout en assurant les bonnes

garanties phytosanitaires.



16

L’emploi de matériel végétal sain au départ et le respect des filiations sanitaires
permettent d’obtenir des plants vigoureux qui donnent une production en quantité
et de bonne qualité, A cet égard, avant toute opération de multiplication, il faut

passer par la phase d’assainissement et celle de sélection conservatoire.

Des techniques conventionnelles classiques (semis, marcottage, bouturage et
greffage) et les techniques de culture in vitro dont la plus ancienne est la culture
de la nucelle sont employées pour assainir et produire des plants en grande
guantité. Cependant toutes ces techniques présentent des inconvénients telle que
la difficulté dans l'assainissement des génotypes infectés par certains pathogenes

et I'étalement du stade de juveénilité [7].

L'apport des biotechnologies dans le domaine de I'amélioration des agrumes,
en particulier celles associées a I'embryogenese somatique, ouvre aujourd'hui des
perspectives trés prometteuses pour apporter une solution aux grands problémes

gue connait I'agrumiculture [8].

L'embryogenese somatique, particulierement, celle obtenue a partir de la
culture de stigmate et de style a été mise au point par CARIMI et al.,[9]. Cette
techniqgue a permis de régénérer des plants d'agrumes sains et génétiquement
identiques a la plante mére [10]. C'est une voie de régénération treés efficace dans
I'élimination des maladies de dégénérescence dont le potentiel productif des

plants produits est considérable.

Compte tenu des avantages qu'offre la technique de lI'embryogenése somatique
dans la régénération et l'assainissement des agrumes, nous avons décidé de la
tester sur des génotypes de différentes espéces d'agrumes algériens a savoir

citronnier, oranger, mandarinier.

La réussite de cette entreprise contribuera sirement a la préservation et a la
valorisation de notre patrimoine agrumicole. L’intégration de la technique de
I'embryogenése somatique a partir du style et du stigmate dans les programmes
d'assainissement et de certification des agrumes en Algérie permettra la
production d’'un matériel de propagation indemne et préformant dont I'utilisation

contribuera a la relance de I'agrumiculture en Algérie.
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CHAPITRE 01 :

RECHERCHE BIBLIOGRAHIQUE

1.1 Généralités sur les agrumes

1.1.1 Historique

Le mot «agrumes », d’origine italienne, est un nom collectif, masculin
pluriel, qui désigne les fruits comestibles et par extension, les arbres qui les

portent, appartenant au genre Citrus [11].

Les agrumes sont originaires du sud-est asiatique dans le nord-est de
I'Inde au Nord de la Birmanie. A partir de cette zone, la dispersion se serait
effectuée vers l'est de I'Inde l'archipel Malais et la Chine du Sud [12]. Les
européens ont découvert pour la premiere fois les agrumes a l'occasion de
I'expédition d'Alexandre en Médie (dans les massifs montagneux d'lIran) au 111°™®
siecle avant Jésus-Christ [13].

En Algérie, le bigaradier embellissait déja pendant la période ottomane (du 16
au 18 siécle) les jardins des beys (Casbah, hauteurs d'Alger et Constantine),
qguant au mandarinier il fut introduit par M. HARDY en 1850 [14]. Au XIX siecle le
Pére clément de l'orphelinat agricole de Misserghin (Wilaya d'Oran), effectuant un
croisement de mandarinier avec bigaradier découvrit la clémentine qui s'est

avérée une variété précoce parmi un groupe de mandarines [15].

1.1.2 Classification botanique

Les agrumes appartiennent a la famille des Rutacées, et selon ARORA et

RAO [16], leur classification généalogique est comme sulit :

* Classe : Dicotylédone

e Ordre : Géraniale

+ Famille : Rutaceae

* Sous Famille : Aurantioideae
» Tribu : Citreae

* Sous Tribu : Citrineae
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Les principales espéces d’agrumes implantées en Afrique du nord sont selon
REBOUR [17]:
+ Citrus aurantium (Linné): Oranger amer.
« Citrus limon (Linné): Citronnier.
+ Citrus paradisi (Macferlane): Pomelo ou faux pamplemoussier.
« Citrus reticulata (Blanco): Mandarinier.
« Citrus medica (Linné): Cédratier.
« Citrus aurantifolia (Linné): Lime.
+ Citrus grandis (Linné): Pamplemoussier.
+ Citrus margarita (Lour): Kumquat.
» Citrus sinensis (Linné): Oranger doux.

» Citrus clementina (Clément): Clémentinier.

1.1.3 Caractére botanique du genre Citrus Linn.

SWINGLE [18], décrit les caracteres distinctifs généraux du genre Citrus. Ce
sont des petits arbres dont les jeunes rameaux sont cylindriques et épineux mais
leurs branches agées sont frequemment inermes. Les feuilles sont persistantes,
minces et non coriaces avec des veines principales peu nombreuses. Le pétiole
plus ou moins ailé est articulé avec le limbe sauf dans le cas de I'espéce C.

medica.

Les fleurs sont solitaires ou en petites grappes corymbiformes, parfaites ou
males par avortement plus ou moins du pistil, calice a 4 ou 5 sépales, le nombre
d’étamines est généralement quatre fois supérieur a celui des pétales et parfois 6
a 10 fois plus nombreux. L’ovaire est plus globuleux et bien distinct du style mince,
ou tronqué, fusiforme ou subcylindrique passant progressivement a un style
d’épaisseur voisine a celle de la partie supérieure de l'ovaire. Le style se termine
brusquement en un stigmate subglobuleux ou en sphere aplatie [18], (Figure
n°1.1)
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pétale —— =/ !

stigmate

anthére
+ étamine
filament

ovaire

locule hypogynée

calice pédicelle

Figure n°1.1 : Coupe verticale d’une fleur du genre Citrus

1.1.4 Description de la floraison :

Pour la plupart des Citrus cultivés, la floraison a lieu au printemps, de la fin
mars au début mai, en méme temps que s'effectue la pousse de printemps.
Cependant, il faut signaler que, chez certaines espéces, les floraisons peuvent
étre échelonnées durant toute l'année : cas des limettiers, citronniers et des
cédratiers. Le nombre de fleurs produit par un oranger adulte est estimé a 60 000.
Mais seul un trés faible pourcentage de ces fleurs donnera des fruits. Avec un
taux de fructification de 1% (une fleur sur cent produisant un fruit), l'oranger
produira 600 fruits ; a 200 g chacun, la récolte sera de l'ordre de 120 kg par arbre
[11].

1.1.5 Le fruit

Le fruit est formé de segments contenant des graines placées dans l'angle
intérieur. Les segments sont entourés d’'un endocarpe blanc a I'extérieur duquel
se trouve une écorce a trés nombreuses glandes a essence, devenant jaune ou

orange a maturité. [19]

Les espéeces et variétés commerciales biens connues des agrumiculteurs

appartenant a ce genre sont décrites comme suit [19]:
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m L’oranger (Citrus sinensis (L.) Osbeck)

Selon PRALORAN [87], Plus de 1000 variétés sont recensées mais les plus
cultivées sont classées en: Orange blonde «Washington Navel, Hamline,
Salutiana, Valencia Late, Shamouti, etc...», Orange demi sanguine (la Maltaise

demi sanguine ou Portugaise, la Double Fine, etc...)
m Le mandarinier (Citrus reticulata Blanco)

Parmi les variétés de cette espece, on retiendra les «Tangerines» et la
«Clémentine». Les taxonomistes modernes ont érigé au rang d’espéce Citrus
clementinia. Les opinions sont partagées a propos de son origine. Selon
PRALORAN [87], TRABUT et REBOUR rapportent qu’elle est crée en Algérie d’'un

croisement de mandarinier commun avec le bigaradier Granito.
m Le citronnier (Citrus limon L. Burn)

Le citronnier est un arbre vigoureux qui atteint une grande taille quand il est
cultivé sous des conditions de milieu qui lui sont favorables. Les fleurs teintées de
pourpre et groupées en bouquets, sont remontantes et de grande taille. Un certain
pourcentage d’entre elles sont males en raison de l'avortement du pistil. Le
citronnier craint le froid mais aussi les températures trop élevées. Les variétés les

plus courantes sont : Eureka ou quatre saisons et Lisbon.
m Le bigaradier (Citrus aurantuim L.)

Vulgairement appelé orange ameére, le bigaradier est le plus résistant au froid,
'excés d'eau et a la gommose de phytophthora. Principalement pour ces
qualités, il a été le plus important et le populaire des porte-greffes jusqu’a

I'apparition de la Tristeza [87].
m Le pomelo (Citrus paradisi Macfayden)

Grapefruit en anglais, c’est la seule espéce qui ne soit pas originaire du Sud-Est
asiatique car elle est apparue aux Antilles. Elle provient d’'une mutation de

bourgeon ou d’'une hybridation du pamplemousse.
m Le pamplemoussier (Citrus maxima ou Citrus grandis L. Osbeck)

Bien que formant deux espéces différentes, le pamplemoussier et le

pomelo sont assez étroitement apparentés et plusieurs auteurs considérent
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que le pomelo n'est qu'une sous espéce ou une variété botanique de Citrus
grandis.

m Le Cédratier (Citrus medica L.)

Les fruits de cette espéce sont habituellement de trés grande taille et de forme
oblongue terminée par un mamelon. Les pépins sont monoembryonnés. Le
cédratier est la seule espéce d’agrumes qui se multiplie par bouturage. Les

variétés les plus connues sont le Cédrat de Corse et le Cédrat diamante.

m Le limetier (Citrus aurantifolia Swingle)

Les fruits trés petits de couleur jaune verdatre sont de forme sphérique a ovale
et se terminent par un court mamelon. lls présentent une peau lisse trés mince a
coriace et la pulpe juteuse. Les variétés les plus connues sont la Lime mexicaine
appelée citron vert ou lime & petits fruits et la lime a gros fruits dont le type est la

variété Bears.

1.2 Importance économique :

1.2.1. Dans le monde :

Les agrumes, représentent une des récoltes principales de fruit au monde
durant ce siecle, avec une production annuelle moyenne de 115 millions de

tonnes (Figure n° 1.2) [3].
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Figure n°1.2 : Production mondiale d’agrumes frais (milliers de tonnes) [3]
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La Chine et le Brésil sont les deux premiers producteurs d’agrumes dans le
monde avec une production d’environ de 22 800 milliers de tonnes pour chacune
et suivis par les Etats Unis d’Amérique avec une production de 10 445 milliers de
tonnes (Tableau n°1.1) [20].

Tableau n° 1.1: Production mondiale de fruits et agrumes en millions de
tonnes (mt) [21]

Campagnes 2011/2012 | 2012/2013 Pays producteurs
Espéce (mt) (m)
Oranges fraiches 53,61 51,29 Brésil, USA, Chine
Mandarines et 23,62 24,20 Chine, UE, Japon
tangerines
Pamplemousses 5,62 5,24 Chine, USA, Afrique du sud
Citrons et limes 6,67 6,58 Mexique, Argentine, UE

Les oranges occupent la majeure partie du marché en raison de ['utilisation

intensive par l'industrie de jus. Consommées en tant que produit frais, ils sont

également employés dans la transformation des produits alimentaires industriels

et domestiques (jus de fruit, parfum, huile essentielle...).

1.2.2 . En Algérie

Les statistiques du ministéere de I'Agriculture [5] indiquent que le verger

agrumicole algérien, en rapport, occupe une superficie globale de 57 474 hectares

sur 64 766 hectares plantés.
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La production agrumicole annuelle moyenne est toujours en augmentation

(Figure n°1.3), elle est évaluée a 12 048 010 quintaux en 2013.
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Figure n°1.3 : Production d’agrumes en Algérie (gx) [5]

L’absence de perspectives de développement agricole soutenu et d’une
politique d’encouragement a I'agrumiculture pendant la décennie 1990 ont
entrainé la baisse de l'activité de production de plants et par conséquence le
nombre d’unités de productions.

Le lancement du Fonds national du développement agricole « FNDA » en
1995 puis du PNDA en 2000 ont stimulé la demande nationale en plants fruitiers y
compris les plants agrumicoles. L’évolution de la production de plants a partir de

1999 est présentée dans la figure (1.4) :
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Figure n°1.4 : Production de plants d'agrumes en Algérie [22]
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A la lumiére du graphe de la figure n°1.4, la production de plants
agrumicoles s’étalant de la campagne 1999/2000 a 2013/2014, nous constatons
que la courbe est ascendante depuis 2000/ 2001, jusqu’a 2004/2005 ou le nombre
de plants controlés en végétation par les services de contréle du CNCC ont révélé
la production de plus de 3, 3 millions plants en 2001/2002, avant d’atteindre le pic
de plus de 4,8 millions en 2002/2003, avant de subir une légére baisse en
2003/2004 et 2004/2005. En départ de cette baisse peu significative, les résultats

peuvent étre considérés comme étant probant.

Une chute sensible a été, cependant, observée a partir de la campagne
2006/2007 avec une moyenne de 1.5 millions de plants et ce jusqu’a la campagne
2008/2009.

Cette chute libre a été observée par la suite allant jusqu’a atteindre une
moyenne de 350 000 plants durant les campagnes 2011/2012/2013 et 2014 avec
moins de 300 000 plants en 2010 /2011.

Cette situation trouve sa justification par les motifs suivants :

¢ Absence de mesures de soutien adoptées au début de programme FNDA.
¢ Réduction des mesures incitatives par les pouvoirs publics.
e Problémes liées a I'écoulement de la production, généré par :

» L’introduction de nouvelles variétés par certains producteurs de plants

au détriment de la production locale.

» Absence de parcs a bois contrélés, particulierement apres
lapparition de la TRISTEZA (maladie de dégénérescence, redoutable et
susceptible de détruire une agrumiculture et ce compte tenu de la facilité de
transmission du virus suscité. D’autant que la maladie a été déclarée au niveau
d’une zone agrumicole importante, a savoir la Wilaya de Blida, considérée comme

étant le berceau de I'agrumiculture Algérienne. [23]
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1.3 Techniques de multiplication des agrumes

1.3.1 Méthodes conventionnelles

a. Multiplication sexuée (le semis)

La multiplication par semis est une tradition connue et pratiquée depuis longtemps
par les agrumiculteurs, les plants issus de semis sont les meilleurs du point de vigueur
végeétative et résistance aux maladies et aux conditions agro-pédologiques [24].

Le semis est employé pour obtenir des nouvelles variétés ou des arbres francs pied

ou porte greffes [25].

b. Multiplication asexuée traditionnelle (végétative)

Les méthodes traditionnelles de I'horticulture ou de l'arboriculture sont : le
bouturage et le greffage.

Elles utilisent souvent une aptitude particuliere de I'espece a la propagation.

Le bouturage impligue a linverse la séparation de la bouture avant son
enracinement. Lorsque la bouture possede un ou plusieurs bourgeons le principal
probléme d'organogenese posé par le bouturage est la rhizogénese. Lorsqu'il
s'agit d'un fragment de tige ou de racine dépourvu de bourgeons, la bouture doit
produire a la fois des méristemes de tige et de racine, l'ordre d'apparition des deux
sortes de méristemes variant avec l'espéce.

Le greffage est un cas trés particulier de multiplication végétative que nous
n'‘envisagerons pas. Il permet en effet de multiplier le clone auquel appartiennent
les greffons. Mais il exige un support végétal, le porte-greffe, provenant lui-méme

de semis, généralement [26].

1.3.2 Méthodes modernes de multiplication in vitro :

La micropropagation in vitro consiste a reproduire des plantes semblables a
la plante-mére, c’est le clonage végétal. [27]

Les techniques de micropropagation empruntent essentiellement deux voies,

el 'une qui utilise des tissus méristématiques (méristtme ou apex de tige,
bourgeons axillaires) potentiellement capables de donner suite, au développement

normal, d'un individu est appelée microbouturage [28]. Cette technique est



26

souvent appelée "multiplication conforme" car elle part de méristeme préexistant
dans les quels les cellules sont génétiquement trés stables AMATO in BOXUS
[29], lindividu est généralement obtenu en deux étapes successives, d'abord la
production de tige , puis son enracinement .

e 'autre voie, utilise toute sorte de tissus différenciés (fragments de tige, de
racines, de pétiole, de feuilles, d'embryons matures et immatures, d'’hypocotyles,
cotylédons...etc) pour aboutir a la néoformation soit de bourgeons ou de racines,
c'est I'organogenése, soit de structures ressemblant aux embryons zygotiques,
c'est 'embryogenese somatique [30] [26].

1.3.2.1 La culture de méristéme

Les méristemes sont des zones de cellules a division intense, situés au coeur
des bourgeons et des extrémités des racines [27].
La culture de méristemes a conduit a des applications nouvelles, originales

concernant le domaine du phytosanitaire, notamment pour I'éradication de
nombreuses maladies (viroses, mycoses, mycoplasmoses, bactérioses) et a
permis la régénération d'un grand nombre d'espece saines. [31]
Pour les plantes porteuses de virus difficiles a éliminer, la culture de
méristemes peut étre associée a la thermothérapie ou a la chimiothérapie [32].
Chez les Citrus, les tentatives de régénérer des plantes a partir de cultures de
méristémes ont échoué. Cependant, le greffage de ddéme méristematique virosé
sur des semis sains de sujets porte-greffes cultivés in vitro, a fourni des plantes
microgreffées se développant exemptes des principaux virus ou viroides (Tristeza,

Xyloporose, Exocortis) des Citrus [33].

1.3.2.2 La caulogénése

La production spontanée de bourgeons adventifs est relativement rare, dans les
conditions naturelles [26]. Un des apports de la technique des cultures in vitro
associée des son origine a I'emploi des régulateurs de croissance a été d'exploiter
chez de nombreuses espéces la potentialité non exprimée de néo-former des
bourgeons apres dédifférenciation cellulaire poussée. Ce résultat provient
essentiellement de [lutilisation d'associations eéquilibrées de cytokinines et

d'auxines et de milieux minéraux adaptés (type milieu de MURASHIGE et SKOOG
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[34]). Mais il s'appuie aussi le plus souvent sur le choix judicieux de l'organe et du
tissu ainsi que sur celui du prélevement : les tissus inflorescentiels manifestent
parfois une plus grande aptitude a la régénération que les tissus végeétatifs, les

tissus superficiels sont souvent plus favorables que les tissus profonds, ...

1.3.2.3 Le microgreffage in vitro

Le greffage de méristémes ou d'apex réalisé dans des conditions aseptiques

en culture in vitro a été envisagé dans deux perspectives :

e Reconstitution de plantes indemnes de virus dans des cas ou la culture

d'apex présente des difficultés (en particulier chez certains ligneux).

La méthode a été utilisée avec succes chez les Citrus [35], le Pécher [36], le
Pommier [37]. Dans ce dernier exemple, on greffe des apex provenant de
pousses terminales de 2 a 3 cm de longueur prélevées a partir de jeunes arbres
sur des plantules agées de 15 jours décapitées a 1,5 cm au-dessus des

cotylédons. Le rendement en pousses feuillées est d'environ 23 %.

e Reconstitution de clones a partir de plantes dgées inaptes au bouturage en

raison des difficultés d'enracinement :

Le greffage d'apex de tige provenant d'arbres agés sur des porte-greffes
juvéniles a été utilisé plus réecemment dans le but de provoquer un rajeunissement
physiologique facilitant I'enracinement et le bouturage. Cette méthode peut étre
appliquée a d'autres espéces et pourrait probablement étre plus largement
employée dans l'avenir [26].

1.3.2.4 L’ embryogenése somatigue

L’embryogenése somatique est une forme de multiplication végétative qui
permet d’obtenir une multitude de plantules identiques génétiquement a la plante
donneuse d’explants. Elle repose sur l'utilisation de régulateurs de croissance
synthétiques (auxine) pour induire la dédifférenciation des tissus et la formation de
tissus (cals) embryogenes. Le cal embryogéne est le matériel de départ pour le
développement des embryons, puis la réalisation de régénération de plantules
[38].
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1.4 L’embryogénése somatigue

1.4.1 Définition

La formation d'embryons a partir de cellules somatigues normales a été
obtenue en culture in vitro chez la Carotte par REINERT [39] et STEWARD [40].
Puis chez un certain nombre d'especes appartenant a des familles tres diverses.

La formation d'un embryon ne peut donc plus étre considérée comme l'apanage
du zygote issu de la fécondation. Elle ne nécessite pas non plus I'environnement
particulier que constitue I'albumen. Les embryons peuvent se développer a partir
de cellules apparemment banales, diploides ou méme haploides (dans le cas de «
I'androgenése »).

Cependant, il arrive souvent, a la lecture de certaines publications, qu'on ne
sache pas tres bien si les plantules régénérées proviennent de véritables
embryons somatiques (ou « embryoides ») ou du développement successif d'un
bourgeon et de racines [26].

En effet, aprés quelque temps, les deux types de productions ne peuvent plus
étre distingués. Mais I'embryoide suit le méme développement qu'un embryon
normal en passant par les étapes décrites par I'embryogénése classique : « stade
globulaire », « stade en cceur », « stade torpille », etc.. Il est caractérisé par sa
structure bipolaire avec développement concomitant d'un méristtme de tige et
d'un méristeme de racine [26].

Le fait qu'un embryon ne soit pas nécessairement le produit de la fécondation a
une portée biologique et fondamentale considérable. L'embryogenése somatique
a illustré le concept de la « totipotence cellulaire ». Toute cellule posséde en effet
dans son génome l'information nécessaire pour reconstituer une plante entiere.
Mais il semble bien qu'elle ne puisse le faire effectivement qu'a condition de n'étre
pas engagée trop loin dans le mécanisme de la différenciation et d'étre placée
dans un environnement approprié [26].

L'embryogenése somatique parait étre la méthode théoriquement « idéale » de
multiplication végétative. Elle devrait en particulier permettre d'utiliser, dans
I'avenir, les résultats éventuels de manipulation au niveau cellulaire (mutageneése,
fusion de protoplastes, ...).

Malheureusement, la formation « d'embryoides », bien qu'elle ait été observéee

bY

chez un certain nombre d'especes appartenant a des familles diverses est
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relativement exceptionnelle et sa généralisation parait encore difficile. Le fait
méme que dans un premier temps, tous les résultats avaient été obtenus avec
quelques familles privilégiées (Ombelliferes, Solanacées) semble bien montrer
gu'elle est probablement favorisée par des facteurs génétiques et tissulaires
inconnus ou indéterminés [26].

Classiquement, I'embryon est défini comme étant une plante se trouvant au
stade initial de son développement. Il s'agit en fait d'une structure bipolaire (munie
de deux méristemes : I'un caulinaire et l'autre racinaire) qui, suite au processus de

germination, donne naissance a une nouvelle plante.

Habituellement, I'embryon s'édifie a partir d'une cellule initiale, le zygote, formé

lors de la reproduction sexuée (embryon zygotique).

Cependant, d'autres types d'embryons peuvent également se développer a
partir de cellules du sporophyte ou du gamétophyte, embryons qui ne sont pas le
produit d'une fusion gamétique et qui sont appelés "embryons somatiques".
Parfois, chez certaines espéces, ils résultent d'une embryogenése somatique
naturelle qualifiée d'apomixie. Dans certains cas en effet, les anthérozoides,
l'oosphere, voire d'autres cellules gamétophytigues peuvent engendrer des
embryons parthénogénétiques. Dans dautres cas, certaines cellules
sporophytiques localisées au niveau des tissus intra-ovulaire, en particulier le
nucelle, fournissent naturellement des embryons apoméiotiques appelés aussi
"embryons nucellaires". Ce type d'embryogenese est trées développé dans la
famille des Rutacées, spécialement chez les Citrus [41] [42]. Toutefois, cette
appellation est essentiellement appliquée, selon certains auteurs comme PIATTI
[43] et MARGARA [26] aux embryons obtenus a partir de culture de tissus in-vitro
du sporophyte.

1.4.2 Origine et développement des embryons somatiques

Selon KOMAMINE et al., [44] le terme « cellule embryogene » doit étre limité
aux cellules qui ont achevé le stade de transition de cellule somatique au stade ou
aucun facteur stimulateur externe ultérieur n’est utilisé pour produire des

embryons somatiques.
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Les donnés cytologiques montrent que les embryons somatiques ont pour
origine des cellules particuliéres; dites embryogénes. Elles présentent des
caractéeres de cellules méristématiques primaires: petites tailles, cytoplasme

dense, gros noyaux aux nucléoles proéminents et petites vacuoles.

Elles fixent de maniére intense les colorants ce qui les rend aisément

repérables en cytologie [45], [46], [47].

Deux voies pour I'embryogenese somatique sont décrites (SHARP et al., (1980)
in PIATTI [42]) ( Figure n°1.5):
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Figure n°1.5 : Schéma de I'embryogénése somatique directe et indirecte.

La premiére est dite I'embryogenese directe ou les embryons sont initiés a partir
de tissus en absence de prolifération de cal. Ceci se produit a partir des cellules
pré-embryogéniques déterminées (P.E.D.C) ou les cellules sont déja engagées
dans un développement embryogéne et elles ont besoin seulement d'étre libérées
[43] [48]. Elles semblent préexister dans les tissus de certains explants comme les

embryons immatures ou les fragments de trés jeunes plantes [28].

La seconde dite est I'embryogenese somatique indirecte, pour laquelle une
prolifération cellulaire est requise. Les travaux de SHARP (1980) et d'EVANS
(1981) in PIATTI [43] ont également pu servir & mettre en évidence, I'existence de

cellules initiatrices qui sont déja différenciées mais dépourvues de capacité
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embryogenes. Ills les nomment  des cellules pré-embryogénes
indéterminées(PEIC). Les cellules embryogénes apparaissent tardivement au sein
du cal produit par la réactivation mitotigue des cellules différenciées et/ ou la
prolifération des cambiums obtenus a partir d'explants de type racines, tige ou de
feuille [45] [49]. Leur multiplication aboutit a la formation de groupes de cellules
embryogénes "nodules méristématiques" dispersés, parmi les autres cellules du
cal et qui sont généralement de type parenchymateux. A la suite de leur repiquage
sur des milieux dépourvus d'auxines, ces nodules évoluent en des embryons

somatiques comme c'est le cas chez la carotte [28].

Les embryons somatiques connaissent les mémes stades de développement
morphologiques que traversent habituellement les embryons zygotiques a savoir :
stade globulaire (Figure n°1.6), cordiforme (Figure n°1.7), torpille (Figure n°1.8) et
cotylédonaire (Figure n°1.9) [50]. lls ont une structure chromosomique souvent
semblable a celle de la plante- mére dont ils sont issus [46]. Le critere qui permet
de reconnaitre un embryon somatique est certainement sa structure bipolaire, qui

développe précocement et simultanément un méristeme caulinaire et un

KX
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Figure n°1.6 : Embryon au stade globulaire

méristeme racinaire [51] [46] :

a) Embryon au stade globulaire [52] ; b) Schéma d’'un embryon au stade globulaire[53]

P : protoderme



Figure n°1.7 : Embryon au stade cordiforme

32

a :Embryon au stade cordiforme[52]; b : Schéma d’'un embryon au stade cordiforme[53]

CO : primordia des cotylédons COR : cortex

E : épiderme MAR : méristéeme apicale racinaire

MAC

MAR

Figure n°1.8 : Embryon au stade torpille

a) Embryon au stade torpille [52]; b) Schéma d’'un embryon au stade torpille[53]

MAC : méristéeme apicale caulinaire

MAR : méristeme apicale racinaire V : primordia vasculaire
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Figure n°1.9 : Embryon au stade cotylédonaire

a)Embryon au stade cotylédonaire [52];
b) :Schéma d’un embryon au stade cotylédonaire [53]

Hy : hypocotyle MAR : méristéme apicale racinaire
R :racine V: primordia vasculaire

1.4.3 Intérét de I'embryogenése somatique

Historiguement, les premiers embryons somatiques ont été signalés, en 1958,
par I'équipe de REINERT et STEWARD sur des cultures du parenchyme libérien
de racine de carotte [54].Depuis et grace au progrés spectaculaire que
connaissent les techniques de cultures in-vitro, la production d'embryons

somatiques est devenue possible chez un grand nombre d'espéces végétales.

Comparativement aux autres voies de multiplication végétative in-vitro,
I'embryogenése somatique se montre plus séduisante en terme de performance et
d'efficacité [55] [43]. En effet, la maitrise de la production d'embryons, chez
certaines especes, via les suspensions cellulaires permet d'obtenir des milliers
d'embryons par litre de milieu de culture et par conséquent la régénération de
milliers de plants. L'embryogenése somatique permet aussi en un temps tres court

de produire des plantes entieres sans passer par les contraintes que connait
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habituellement I'organogenése (phase de caulogénése et de rhizogénese) [56]
[48].

La voie de l'embryogenese somatique est actuellement intégrée dans de
nombreux schémas de sélection puisqu'elle permet de diminuer sensiblement la
longueur des cycles d'amélioration comme par exemple le temps nécessaire a la
valorisation du matériel sélectionné agé ou juvénile ou la production de parents
hybrides nécessaires a la diffusion de nouvelles variétés [57] [58] [59] [47] [60].
De telles applications ont été réalisées chez plusieurs especes comme le café [61]
; la carotte [31]; la luzerne [62] [63] [64] [65], Asparagus officinalis [66]; le palmier
dattier [67] et le palmier a huile [68].

1.4.4 Phases d’apparition d’embryons somatiques

L’embryogénése somatique est divisée habituellement en deux principales
étapes, appelées linduction et I'expression, dans la premiere les cellules
somatiques acquirent les caractéristiques embryonnaires par une réorganisation
compléte de I'état cellulaire, incluant la physiologie, le métabolisme et I'expression
des génes [69]. Il est habituel apres un changement dans un ou plusieurs
conditions de culture (milieu de culture, composition en hormones de croissance,
source de carbone, potentiel osmotique, ect) que les tissus ou les cellules induites
atteignent I'étape d’expression, dans laquelle les cellules expriment leur capacité

embryogénique et différencient en embryons somatiques [70].

1.4.5 Réqulateurs de croissance

Une phytohormone est une substance organique végétale qui régule la
croissance et le développement [71]. Ces régulateurs de croissance

appartiennent a cing grands groupes :

1.4.5.1 Les cytokinines (CKS) :

Elles sont utilisées pour stimuler la prolifération des tissus en culture. A

une forte concentration, elles déclenchent la néoformation de bourgeons sur
cals et favorisent la prolifération des méristémes axillaires en culture d’apex
[26].
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Les plus utilisées sont : La zéatine (ZEA), la 2-isopentényladénine (2
ip), benzylaminopurine ou la 6-benzyladénine (BAP ou BA), la kinétine ou la 6-

furfurylaminopurine (KIN, KN).

NH H
N_.-’ N
k& | /

N N

Figure n°1.10 : Représentation schématique de la molécule de BAP

1.4.5.2 Les auxines
Elles sont impliquées dans les phénomenes physiologiques : le tropisme, la
dominance apicale, la division et la différenciation cellulaire, I'abscission, le
développement du péricarpe des fruits charnus et la différenciation d’organes
[72].
Les plus fréquemment utilisées sont : L’acide B-indolyacétique (AlA), I'acide

B-indolybutyrique (AIB), l'acide a-naphtylacétique (ANA) et l'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique (2,4-D) [30].

O A on

Cl Cl

Figure n°1.11 : Représentation schématique de la molécule de 2.4 D
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1.4.5.3 Les gibbérellines (GASs) :

Les premiéeres observations (1926) ont été faites sur des plants de riz
attaqués par un champignon (Gibberella) ; les tiges avaient des entre-nceuds
beaucoup plus allongés et les feuilles étaient chlorotiques [27]. Des extraits
agueux du champignon provoquaient les mémes symptomes d’ou l'idée de

I'existence d’'une substance responsable de ces effets.

La premiére gibbérelline identifiee est I'acide gibbérellique GA3, c’est un

produit naturel, qui se dégrade rapidement en solution aqueuse.

Les gibbérellines favorisent entre autre I'allongement des entre-nceuds de
tige.

HO P OH

CH,

CH;  HOOC

Figure n°1.12 : Représentation schématique de la molécule d’acide

gibbérellique

1.4.5.4 L’acide abscissique (ABA) :

C’est un inhibiteur naturel trés répandu dans les plantes, il favorise
I'abscission des feuilles et des fruits et exerce une inhibition de la croissance
[73]. Il a aussi une action sur la perméabilité cellulaire aux ions potassium ; par

cette action il provoque la fermeture des stomates [27].

H;C CH; H;C
f
OH
0/ \CH3 O/\OH

Figure n°1.13 : Représentation schématique de la molécule de I'acide

abscissique
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1.4.6 L’'embryogenése somatique a partir de la culture de style et de stigmate

L’embryogenése somatique a partir de la culture de style et de stigmate in
vitro est une technique de multiplication et d'assainissement récente, tres
efficiente dans I'éradication des pathogénes de la plupart des espéces d’agrumes
infectées a I'exception des clémentines [74]. Elle permet de régénérer un nombre

important de plants sains a partir de différentes lignées embryonnaires sans

I'induction de variation somaclonale [75].

D’ONGHIA et al. [10] ont rapporté que par l'utilisation de cette technique,
plusieurs maladies de dégénérescence affectant les agrumes ont été éradiquées a
100 % telles que la psorose écailleuse, la panachure infectieuse, I'exocortis, la

cachexie, la concavité gommeuse l'impietratura et le cristacortis.

Le pourcentage des explants embryogéniques differe selon les génotypes et
varie entre 0 % et 58 %, une bonne aptitude a 'embryogenése somatique a été
observée chez C. limon, C. sinensis et C. reticulata. Cependant, d’autres especes
comme le Citrus paradisi «pamplemoussier» et le Fortunella margarita «Kumquat»
ont montré un potentiel embryogénique faible par raport a d’autres espéces telles
gue les «clémentines» C. othaitensis et le «xpomelo» C.maxima. Ces dernieres se

sont montrées récalcitrantes a ce processus morphogénétique. [76].

La formation de cellules embryogénes ou d’embryons somatiques dépend du
choix de l'explant. L’embryogenése survient plus rapidement dans les cals
provenant d’explants juvéniles, tandis que le potentiel embryogénique des
explants de fleurs «Style et stigmate» ou de fruits «d'ovules non développés» ne

contenant pas de cellules juvéniles diminue considérablement [76].

L’'un des facteurs limitant de I'embryogenése somatique, particulierement a
partir de différents tissus floraux, est I'explant mis en culture. Les fleurs comme
source d’explants doivent étre fraichement collectées avant leur ouverture et
conservees a 4°C pour une peériode maximale de 20 jours avant leur utilisation
[77].

La fidélité génétique des plants régénérés est souvent limitée en raison de
leur réversion morphologique a I'état juvénile. D’ONGHIA et al, [10] ont rapporté
que les plants d’agrumes régénérés par la culture de style et stigmate in vitro

expriment plusieurs caracteres des plants issus de semis. Les plants régénérés
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perdent leurs caractéres juvéniles soit aprés une année de culture en conditions
de serre soit apres greffage sur un porte-greffe ou d’'un écusson de bourgeon sans
épines.

Dans ces conditions, la fructification est initiée apres 3 années de la culture
initiale. Ainsi, les fruits produits par les plants régénérés in vitro produisent des

fruits identiques a ceux produits par les plants méres. [10]

1.4.7 Les principales étapes de 'embryogenése somatique a partir de la culture de

style et de stigmate :

Le protocole de 'embryogenése somatique a partir de la culture de style et

stigmate in vitro (Figure n°1.14) a été mis au point par CARIMI et al. [78].

Figure n°1.14 : Etapes de I'embryogenése somatique a partir de la culture de

style et de stigmate en in vitro.

A) fleurs fermées ; B) pistil séparé de I'ovaire ; C) mise en culture de style/stigmate ;
D) formation de cal ; E) Formation d’embryons somatiques ; F) Germination d’embryon
somatique ; G) mini-greffage in vivo des plantules régénérées pour acclimatation [74].
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1.4.8 Les principaux facteurs influencant I'embryogenése somatique

L'embryogenése somatique est un processus morphogénétique dont la réussite
dépend de certains facteurs limitants tels que les conditions de cultures, I'état et la

nature de I'explant ainsi que la composition du milieu de culture [74].

hY

Etant donné la variabilité des génotypes a régénérer des embryons et les
actions qu'exercent les régulateurs de croissance sur cette régénération, une
meilleure compréhension des facteurs génétiques et physiologiques qui contrdlent

ces meécanismes aiderait a mieux les maitriser [79].

Effectivement, TAN et QIAN [80], ont rapporté que les conditions
environnementales des cultures (température, lumiére, atmosphere, etc.) peuvent
influencer fortement la prolifération cellulaire au cours de la callogénése ainsi que

I'embryogenése somatique chez diverses plantes :

1.4.81. Le milieu de culture

Chez les agrumes, le milieu de culture utilisé est généralement a base de milieu
MS (MURASHING et SKOOG) [81]. Le saccharose et l'extrait de malt sont

fréequemment utilisés comme source de carbone.

Effectivement, CARIMI [76], confirme que les fortes concentrations de
saccharose chez les agrumes permettent d'augmenter les chances de formation

d'embryons somatiques.

L'addition des vitamines et des hormones de croissance telle que la BAP (6-
benzylaminopurine) favorise la croissance de cellules et leur différenciation [80].
L'ordre de 13.3 uM permet la stimulation de I'embryogenése somatique des styles

et stigmates.

1.4.8.2. La nature et I'état de I'explant

L'un des facteurs limitant de I'embryogenese somatique, particulierement a

partir de différents tissus de fleurs est I'explant mis en culture.

Les fleurs comme source d'explants doivent étre fraichement collectées avant

leur ouverture et conservées a 4 °C pour une période maximale de 5-6 jours [74].
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Plusieurs parametres sont a prendre en considération dans le choix des
explants :
» Les fleurs sources d'explant ne contenant pas de cellules juvéniles, leur
potentiel embryogénique diminue considérablement [76].
» La callogénése dépend de la qualité et la nature de I'explant.

» Chez les agrumes polyembryonies, les explants issus de tissus floraux sont
les plus favorables & [I'embryogenese somatique [76]. Chez Iles
agrumes monoembryonnés, les embryons somatiques sont obtenus a partir

des fragments végétatifs [83].

1.4.8.3. Les régulateurs de croissance

Les nombreux travaux publiés montrent que l'auxine est un facteur
important pour déclencher le processus conduisant a la formation d'embryons
somatiques. Au cours de la premiére phase de culture, l'auxine souvent utilisée
est l'acide 2-4dichlorophenoxyacétique (2-4D). D'autres auxines telles 'ANA, I'AIA
ou le picloram peuvent étre employées. Pendant cette période, les cellules se
divisent et dans le cas d'évolution favorable, on observe des amas globulaires ou
amas proembryogenes. Apres cette phase d'induction embryonnaire, le transfert
des cultures sur un milieu sans auxine permettra le développement des embryons
[84].

Les gibbérellines sont rarement utilisées dans les milieux de cultures
initiaux ; dans certains cas ces hormones levent la dormance de certains
embryons somatiques. Une cytokinine (BAP ou K) est nécessaire au

développement des embryons jusqu'au stade cotylédonaire [79].

1.5 Importants problémes phytosanitaires des Agrumes

Les agrumes sont attaqués par une trentaine de maladies de
dégénérescence causées par des viroides, virus et mycoplasmes ou d’autres
organismes procaryotes endocellulaires. La plupart de ces organismes proliferent
dans les tissus vasculaires qui véhiculent la séeve et les troubles qu’ils

occasionnent ont un caractére infectieux. lls sont transmissibles de plante a plante
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soit directement par la greffe lors de la soudure des greffons, soit indirectement
par des insectes vecteurs. Dans le cas des viroides, l'infection se propage par

simple contact avec des outils contaminés [85].

L’existence de maladies a virus dans les vergers d’agrumes est connue
depuis assez longtemps. Toutes les régions agrumicoles du monde sont

affectées, plus ou moins séverement, par ces viroses.

1.5.1 La Tristeza «Citrus tristeza Virus : CTV»

La tristeza des agrumes causée par Citrus tristeza virus (CTV) constitue I'un
des problémes majeur qui limitent la production des citrus a travers le monde. Le
virus de la tristeza a détruit a lui seul approximativement 50 millions d'arbres
pendant une durée de 40 a 50 ans [86]. Elle peut étre transmise par plusieurs
types de pucerons et affecte presque exclusivement tous les agrumes ayant
comme porte-greffe le bigaradier [11]. Ce dernier est de mois en moins

recommandé voire déconseillé au profit des citranges.

Les symptdmes connus de cette virose se manifestent sur le tronc par des
cannelures et des striures et sur feuillage par un jaunissement et la chute des

feuilles. Au stade final, I'arbre dépérit et meurt [87].

Figure n°1.15: Différents symptdomes provoqués par Citrus tristeza Virus

a . Cannelures sur tronc; b : Jaunissement des feuilles; c¢ : Dépérissement de
I'arbre
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1.5.2 Psorose écailleuse «Citrus psorosis Virus : CPsV»

Deux types de psoroses, la premiere est la psorose A, psorose véritable ou
psorose classique elle est caractérisée par des lésions au niveau du tronc et des
branches ainsi qu’une coloration rougeatre interne du bois (Figure n°1.15a)., aussi
par des symptdbmes de mouchetures foliaires lorsque I'on greffe sur les agrumes
indicateurs adéquats et par le fait qu'elle ne se transmet pas de maniére
mécanique (pour la majorité des isolats) [88]. La seconde, la psorosis B, aussi
appelée « citrus ring spot », est associée a des particules virales spécifiques et se
transmet mécaniquement et peut donc étre identifiée par les réactions des plantes
herbacées indicatrices ; elle se manifeste par la formation des écaillements

d’écorce (Figure n°1.15b).

Les types de psoroses connues en Algérie sont la psorose écailleuse, la
psorose alvéolaire et la psoroses infectieuse. Les symptémes de ces psoroses se

manifestent sur feuilles par des mosaiques, des chloroses et des gaufrages [87].

Figure n°1.16 : Symptomes de psorose sur arbre infecté

a . Coloration rougeétre interne du bois; b : Ecaillement de I'écorce
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1.5.3 Stubborn des agrumes «Spiroplasma citri»

La maladie des fruits en gland ou Stubborn, a été décrite comme une virose par
Fawcett, en Californie, en 1946. A I'heure actuelle, elle représente, tant en
Californie qu'en Arizona, le probleme le plus grave. Dans certains vergers, plus de
50 % des arbres sont atteints et n'ont plus aucune valeur commerciale. Au Maroc,
des symptdmes semblables a ceux décrits par Fawcett ont été observés a partir
de 1949. En Israél, les manifestations décrites sous le nom de « Little leaf disease

» sont également dues au Stubborn [89].

Le symptome le plus typique de la maladie est la déformation du fruit qui
rappelle alors la forme d'un gland de chéne. D'autres manifestations telles que la
courbure de la columelle du fruit, I'inversion de coloration, le golt désagréable de
la chair, la coloration bleuatre anormale de l'albédo, sont souvent associés au
Stubborn. Les floraisons a contre-saison, le développement des yeux multiples
des rameaux, l'aspect broussailleux de I'arbre, la présence anormale de bois mort,
la réduction de la taille des feuilles et leur forme en cuillére, un manque de vigueur
des pousses, font partie également du faciés « Stubborn » [89]. (Figure n°1.17 a
b)

Une autre caractéristique de la maladie est le fait que souvent une seule
partie de l'arbre présente des symptdomes et que l'apparition de fruits en gland
peut ne pas se produire tous les ans sur un méme arbre. Sur certains arbres tous
les symptémes sont visibles alors que sur d’autres, ils sont incomplets. Toutes les
variétés et tous les porte-greffes seraient sensibles.

Actuellement, d'autres moyens de propagation que le greffage sont
soupconnés pour le Stubborn, sans qu'il soit possible de savoir si les insectes

vecteurs, la graine ou le pollen jouent un réle dans sa dissémination [89].

Figure n°1.17 : Symptomes de stubborn

a : Fruits déformé ; b : Petites feuilles en forme de cuillére
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1.5.4 L’exocortis (Citrus exocortis Viroid CEVd)

La maladie de I'exocortis a été décrite comme causant des écaillements de
I'écorce de Poncirus trifoliata et de certains de ses hybrides, notamment les
citranges (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis), mais aussi le limettier,
L'écaillement sur un porte-greffe commence généralement par le bas (Figure
n°1.18). La partie interne de I'écorce reste vivante. Des enroulements foliaires et
des épines asties foliaires ainsi que des nécroses des veines sont observés chez
le cédratier (C. medica) [90]. Le développement de l'arbre est entravé ce qui
provoque un certain nanisme, les feuilles jaunissent et tombent, les pousses

annuelles sont réduites et les productions sont compromises [11].

Figure n°1.18 : Symptdmes d'écaillements de I'écorce par Citrus exocortis
Viroid (CEVd)

1.5.5 Limpietratura :

L’'lmpietratura a été décrite en 1955, en Sicile, par RUGGIERI in Praloran
[89] qui peu apres en établissait la nature virale. La maladie a été observée
surtout dans le Bassin Méditerranéen.

L'Impietratura est caractérisée par la présence de poches de gomme dans
l'albédo des fruits. Tous les fruits d'un arbre malade ne sont pas forcément
atteints. Certains présentent extérieurement des bosses en relief qui sont dures au
toucher d'ou le nom d'Impietratura (consistance de pierre). Ces bosses ont

tendance a conserver leur couleur verte apres la véraison (Figure n°1.19).
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En pratiquant une coupe au niveau de celles-ci, un dép6t de gomme solide
ou plus ou moins liquide apparait dans l'albédo ainsi que dans la columelle et
parfois autour des pépins. La chair elle-méme n'est nullement affectée par la
maladie. L’Impietratura semble provoquer également une chute de jeunes fruits et
certains auteurs lui attribuent une diminution de la production. La présence de

fruits malades n'est pas observée tous les ans sur un méme arbre [89].

Figure n°1.19 : Symptédmes d’impietratura sur fruits

1.5.6 Le Cristacortis :

La nature virale de cette maladie a été établie en Corse, en 1964, par
VOGEL et BOVE. Cette maladie a été observée depuis dans plusieurs pays du
Bassin méditerranéen. [89]

Le Cristacortis provoque, sur le tronc ou les branches de nombreuses
especes et variétés, des dépressions plus ou moins profondes, Vvisibles
extérieurement. Apreés enléevement de I'écorce, il apparait que ces dépressions
sont dues a des excroissances d'écorce qui pénetrent profondément dans le bois.
Des imprégnations gommeuses sont trouvées dans le fond des trous du bois. Ce
« Stem pitting » avait fait baptiser initialement la maladie : « Stem pitting » du
bigaradier et de l'oranger « Tarocco »; ces deux variétés ayant été les deux
premieres a manifester la maladie [89].

La plupart des espéces et variétés inoculées expérimentalement ont
manifesté des symptdbmes. Il semble cependant pour linstant que le Tangelo
« Orlando », le bigaradier, l'oranger « Tarocco » et le mandarinier « commun »
soient les plus sensibles. La propagation par greffage est le seul mode de

transmission reconnu jusqu'ici [89].
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La maladie de Cristacortis est présente en Algérie, mais le nombre d’arbres
infectés dans les vergers est inconnu. Les arbres d’orange « Hamlin » montrent
des symptdbmes tres remarquables de cristacortis qui ont été rapportés par
SALIBE dans la région de Mitidja [91].

Figure n°1.20 : Symptdome de cristacortis sur mandarinier greffé sur bigaradier
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CHAPITRE 02 :
MATERIELS ET METHODES

L'embryogenese somatique est un processus biologique qui aboutit a
I'obtention d'un nombre illimité d'embryons a partir d'une cellule ou d'un groupe de
cellules somatiques [92]. C’est une méthode de multiplication végétative qui
permet de régénérer a partir d’'un seul explant, un grand nombre d’embryons
somatiques, lesquels deviendront des plants dont le génotype est identique a la

plante mére source [93].

L’embryogenése somatique a partir de la culture de style et de stigmate in
vitro s’avére une excellente technique pour I'élimination des différents pathogénes

affectant la plupart des especes des genres Citrus [10].

L’objectif de ce présent travail est I'application de 'embryogenése somatique
a partir de style et stigmate pour la régénération et I'assainissement de nombreux
génotypes d’agrumes de la collection nationale, maintenue a I'l'TAFV a Boufarik
(Blida).

Notre essai est effectué au sein du laboratoire central de I'institut technique
d’arboriculture fruitiere et de la vigne (ITAFV), a Tessala El-Merdja. Alger.

2.1 Origine du matériel végétal :

Durant la période de pleine floraison (mi mars-mi mai ) et avant I'anthése, les
boutons floraux (Figure n° 2.1) de 08 variétés appartenant aux trois especes
d’agrumes des genres Citrus (Citrus sinensis , C. limon et C. reticulata ) ont été
collectés a partir des vergers de la collection nationale des agrumes, relevant de
I'Institut Technique de I'Arboriculture Fruitiere et de la Vigne (ITAFV), localisés a

Halouiya, Commune de Soumaa, Boufarik. Blida (Figure n° 2.1 et Tableau n° 2.1).
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Figure n° 2.1 : Boutons floraux des différentes espéces d’agrumes étudiées
a : C. limon (Beni Abbes) ;

b : C.reticulata (Mandarine de Blida.) ;

c : C. sinensis (oranger Miliah).

Tableau 2.1 : Différentes variétés d’agrumes testées durant I'expérimentation

Especes

Variétés

Citrus sinensis

Shamouti station (OSS), Meski (OMS), Bey (OB),

(Orange) Miliah (OML),
Citrus limon Beni Abbes (CBA), Afrique du nord (CAN), Dellys
(Citron) (€D)

Citrus reticulata

(Mandarine)

Mandarine de Blida (MB)
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2.2 Techniqgue de 'embryogenése somatique a partir de style et stigmate :

2.2.1 Préparation du milieu de culture :

Pour l'induction de I'embryogenese somatique a partir de style et stigmate, le
milieu de culture utilisé dans notre étude a été décrit par CARIMI et al, [78] et

dont la composition est comme suit :

Milieu MS (4.3 g/l) décrits par MURASHIGE et SKOOG [34] enrichi par des
vitamines (1ml/L), saccharose (50g/L) source de carbone, (0.5 g/L) d'extrait de
malt composant ayant un effet positif sur le développement des agrumes in vitro,
(7g/L) d'Agar pour solidifier le milieu, sans ou avec une hormone de croissance

( BAP ou 2.4D selon le traitement étudié).

Tableau n° 2.2: Composition des milieux de culture en macroéléments,
microéléments et vitamines du milieu de base MURASHIGE et SKOOG (1962).

Constituants Solution mére| Volume a a_ljouter ﬁﬁgree(nr:]rgt;)c;rr]
(mg par litre) (ml parlitre) litre)
Macroéléments 20X 50 ml
NH, NO; 33000 1650
KNO; 38000 1900
CacCl,-2H0, 8800 440
MgS0,-7HO, 7400 370
KH,PO, 3400 170
Microéléments 200X 5ml
Kl 166 0,83
Hs; BO, 1240 6,2
MnS0,4-4H,0 4460 22,3
ZnS04-7H,0 1720 8,6
NaMo0,4-2H,0 50 0,25
CuS04-5H,0 5 0,025
CacCl,-6H.,0 5 0,025
Fer1000X Iml
Na,, EDTA 37300 33,3
FeS0,4-7H,0 25800 27,8
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Vitamines 1000X 1ml

Thiamine HC1 100 0,1

Acide nicotinique 700 0,5

Pyridoxine HC1 500 0,5

Glycine 2000 2

Myo-inositol 100
Sucre

saccharose 50000
Agar 7000

Le pH du milieu est ajusté a 5.7+0.1 avant la stérilisation par autoclavage a une
température de 120° C pendant 20 min et sous une pression de 2 bars. Par la
suite, le milieu est écoulé dans des boites de Pétri (90 mm @) a raison de 20ml/
boite, ensuite scellé par du Parafilm M et conservé au laboratoire a la température

ambiante.

2.2.2 Préparation de l'explant

e Stérilisation des fleurs

Les fleurs utilisées pour I'embryogenése somatique ont étés collectées avant
leur ouverture afin d'éviter l'introduction des solutions stérilisantes a l'intérieur
durant I'étape de la stérilisation. Une partie des fleurs a été utilisée directement
par la culture de stigmate et style, l'autre partie a été conservée a 4° C dans des
boites de Pétri stériles scellées par du Parafilm M pour une période de 2 a 3 jours

en attendant leur utilisations.

Sous une hotte a flux laminaire, les fleurs sont stérilisées par immersion durant
5mn dans une solution d'éthanol (70% v/v d'eau). Apres trois ringages (3mn) avec
de l'eau distillée stérile, les fleurs sont traitées pendant 20 mn avec une solution
d'hypochlorite de sodium (20% v/v d'eau) on agitant de temps en temps et rincées
par la suite pendant 5 fois avec de I'eau distillée stérile. En fin de stérilisation, les

fleurs sont étalées pour séchage sur un papier buvard stérile
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2.2.3 La mise en culture de style et de stigmate

Dans des conditions aseptiques, stigmate et style sont mises en culture in vitro

(Figure 2.2) selon le procédé suivant :
m Les fleurs sont ouvertes a l'aide d'une pince et scalpel stériles.
m Stigmate et style sont séparés de I'ovaire par une coupe longitudinale a l'axe

perpendiculaire (Figure 2.2 a).

m Le stigmate et style sont placés verticalement dans des boites de Pétri, la
surface de la coupe en contact avec le milieu de culture .10 explants sont

placés dans chaque boite (Figure 2.2 b).

m Les cultures sont placées dans une chambre de culture a une température de

25 + 1° C avec une photopériode de 16 heures.

Figure n° 2.2 : Opération de coupe et mise en culture du style et stigmate

a : Coupe séparant stigmate et style du l'ovaire ; b : La mise en culture des explants

(stigmate et style)
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2.2.4 Incubation et subculture

Les boites ensemencées sont mises dans une chambre de culture dans
les conditions suivantes :

-  Température : 25 + 1°C
- Photopériode : 16 h jour.

- Intensité lumineuse : 50pmol m? s*

Périodiqguement, aprés 4-6 semaines de la culture initiale, des subcultures de
cals sont effectuées dans le méme milieu a l'exception en cas d'obtention des
embryons, ou ces derniers seront transférés dans un milieu de culture sans

I'hormone [76].

2.2.5 Régénération de plantules

Apres germination des embryons somatiques (Figure n°® 2.3), ces derniers sont
transférés dans des tubes a essai (155*33 mm) contenant 20 ml de milieu sans
hormone a raison d'un embryon/tube (Figure n° 2.4), Les tubes avec plantules

régénérées sont transférés pour incubation dans une chambre de culture :

- une température de 25 a 27°C.
- une photopériode de 16 heures jour pour une période de 2 a 3 mois

- Intensité lumineuse : 100 umol m? s (Figure 2.3) [76].
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Figure n° 2.3 : germination des embryons Figure n° 2.4 : plantules

somatiques régénérées en tube a essai
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2.2. 6 Greffage des plantules :

Apres 2 mois d'incubation dans des tubes a essai, les plantules régénérées
atteignent 2-3 cm de long, elles sont retirées des tubes a essai et greffées sur des

portes greffes de Citrange Troyer agés de 3 a 4 mois

Apres greffage, les plantules sont recouvertes par des sacs en polyéthylene
pour le maintien de I'humidité et favoriser la réussite du greffage, par la soudure

du greffon au porte-greffe.

Les plantules ainsi greffées sont transférées sous serre vitrée a 25 = 1°C
pour acclimatation. Un mois apres la réussite du greffage, les sacs en
polyéthylene sont retirés pour permettre aux plantes de continuer leur

développement (Figure n°2.5).

Porte greffe

Figure n°2.5 : Mini-greffage in vivo des plantules régénérées pour acclimatation
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2.2.7 Acclimatation des plants greffés :

Apres greffage, les plantules sont recouvertes par des sacs en polyéthylene
pour le maintien de I'hnumidité et transférées par la suite dans une serre ou

chambre de culture pour acclimatation (Figure 2.6) [94].

Figure n°2.6 : Plantules d'agrume régénérées en phase d'acclimatation

2.2.8 Les facteurs étudiés :

1°" Facteur : variétés (huit variantes): huit (8) variétés
= Qranger : Shamouti station, Meski, Bey, Miliah.
= Citronier : Beni abbes, Afrique du nord, Dellys.

= Mandarinier : Mandarine de Blida.
2°™® Facteur : substances de croissance (hormone) : Quatre (4) variantes
e |:un Témoin (sans hormone)
e 1l: BAP (3 mg/l)
o II':2.4D(2mgll)

e lll:2.4D + BAP (2 mg/l + 1.5 mg/l respectivement)

< . Unité expérimentale :

La boite de Pétri (90 mm de &), contient 20 ml de milieu de culture, avec ou

sans hormone.



« Dispositif expérimental :

v 10 explant par boite de Pétri

v 3 boites par variété (3 répétitions)

Tableau n° 2.3 : Dispositif expérimental des différents traitements
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1* facteur : Hormone

r

(Témoin) (2.4 D) (BAP) (2.4 D + BAP)
2mg/l +1.5
(0 mg/l) (2 mg/l) (3mgl/l)
mg/l)
C. Beni Abbes CBA
CBAxTM | CBAx2.4D | CBAxBAP X
(CBA) (2.4 D + BAP)
C. Afrique du CAN
nord CANxTM | CANx2.4D | CANxBAP X
(CAN) (2.4 D + BAP)
C. Dellys CD
CDxTM CDx24D CD x BAP X
(CD) (2.4 D + BAP)
M. de Blida MB
MB x TM MBx 2.4 D MB x BAP X
p éme (MB) (2.4 D + BAP)
facteur : O. Shamouti 0SS
variété Station OSSxTM | OSSx2.4D | OSSxBAP X
O. Meski oM
OMxTM OMx24D OM x BAP X
(Om) (2.4 D + BAP)
0. Bey OB
OB xTM OBx24D OB x BAP X
(©B) (2.4 D + BAP)
0. Miliah OML
OMLxTM | OMLx2.4D | OML x BAP X
(OML)

(2.4 D + BAP)
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2.2.9 Evaluation des résultats :

Les explants (stigmate/style) des 3 espéces d’agrumes avec les différents
genotypes ont été suivis régulierement afin d’évaluer la période d’induction de la

callogénése et la formation des premiers embryons somatiques.

2.2.9.1. Casde la callogénese :

L'évaluation de la callogénese a été appréciée quantitativement (la durée de la
phase callogénese, nombre d’explants callés) et qualitativement (importance des

cals).

La callogénese est exprimée par le pourcentage d'explants callogénes pendant
la durée d'exposition sur le milieu d'induction qui différent selon le type d’hormone

de croissance et le génotype.

2.2.9.2. Cas de I'embryogénése

La phase d’embryogénése est évaluée aussi quantitativement (la durée de la
phase embryogénése, nombre de cals embryonés...), Aussi le rapport entre le

nombre moyen d’embryons secondaire apparus sur les embryons primaires.

2.2.10 Analyse statistique des résultats

Les résultats obtenus sont traités, TANOVA a 2 critéres de classification a été
appliquée pour la recherche d’effet significatif, par une analyse de la variance au
seuil de signification a = 5%. Le test de NEWMAN et KEULS permet de constituer

les groupes de traitements homogenes.
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CHAPITRE 03 :
RESULTATS ET DISCUSSION

La mise en culture des tissus végétaux est 'une des étapes les plus difficiles

dans les techniques de culture in vitro particulierement chez les especes ligneuses

pérennes, notamment les agrumes [95].

Lors de notre étude, un tres grand nombre de fleurs de a été collecté parce que

plusieurs d’entre elles ont été écartées lors des premiéres manipulations (I'étape

de la stérilisation et la mise en culture du style et stigmate) pour les raisons

suivantes :

= Leur ouverture durant la période de stockage a 4 °C, ce qui induit

'endommagement des explants par les solutions stérilisantes.

= Absence de pistil, phénoméne trés fréquent chez C.limon.

» Présence d'un brunissement a l'intérieur des fleurs particulierement au niveau

du stigmate.

Apres la mise en culture des explants dans les milieux appropriés, nous nous

sommes intéressés aux parametres suivants:

1.

2.

3.

8.

9.

Durée de déclenchement de la callogénése des explants.
Pourcentage des explants callés.

Durée de la callogénése

Importance des cals.

Caractéristiques des cals selon les traitements hormonaux.

Pourcentage des embryons primaires par variété.
Durée de déclenchement de I'embryogénése.
Nombre d'embryons primaires par Variété.

Nombre d'embryons secondaires par Variété.

10. Nombre d'embryons secondaires par embryons primaires.
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3.1 Durée de déclenchement de la callogénése des explants :

Pour le premier paramétre qui concerne la durée de déclenchement de la
callogénése, les résultats montrent des différences significatives entre les
variants de chaque facteur a part, et aussi I'effet de l'interaction des deux facteurs
(P=0.000, Annexe 01) (Figure n° 3.1).
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Figure n°3.1 : Durée de déclenchement de la callogénese des explants.

De nombreux auteurs ont rapporté que la réussite du processus de la

callogénése est liée au type de phytohormones utilisées dans le milieu de culture.

Les petites durées de déclenchement de la callogénése sont enregistrées pour
le traitement hormonal BAP et cela avec toutes les variétés avec des différences
de 3 a 5 jours. Le développement des cals est observé sur la base de style 4
semaines apres le traitement initial [78]. La callogénese commence aprés 4 a 9

jours de la mise en culture des explants [96].

RAHAMAN et al. [97] ont mis en évidence le rGle de la BAP et de la kinétine

sur I'induction de cals pour plusieurs espéces du genre Citrus.
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L'effet positif de I'hormone de croissance BAP (6-benzylaminopurine) sur
'induction de la callogénése chez différents cultivars de C.limon régénérés par

'embryogenése somatique a partir de la culture de style et stigmate [94].

Plusieurs compositions du milieu de culture sont utilisées et la combinaison de
deux hormones ANA et 2.4D avec 'acide gibbérellique ont donné des succes.

Les facteurs comme lintensité lumineuse, la concentration des éléments de
base, saccharose, niveau d'azote et la composition en éléments minéraux, I'agar,
hormones de croissance et le pH affectent linduction [98], Lors de notre
investigation, la callogénése a été observée apres une période relativement
longue a savoir 28 jours chez le mandarinier de Blida avec I'hormone de
croissance (BAP).le méme constat avec l|'oranger de Bey (OB) ou I'expression de
la callogénese fut observée aprés ( 25 jours).avec la combinaison hormonale BAP
+2.4D

Aucune callogénese ne fut observée avec le traitement témoin, sans hormone
de croissance. Les prétraitements, la composition du milieu de culture et
'envvironnement de la culture influence [I'éfficacité d’induction des cals et la
production des embryons [99].

L'aptitude a la callogénese peut varier, selon la partie de la plante mise en
culture [30].

3.2 Pourcentage des explants callés :

Le pourcentage de callogénese differe d’une variété a une autre et selon les

différents types d'hormone.

L’analyse de la variance montre un effet significatif de chaque facteur a part, et
aussi l'effet d’interaction des deux facteurs ensemble est tres hautement
significatif (P=0.000) (Annexe 02) (Figure n° 3.2)
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F=510,261; P=0.000 ; THS; annexe 03
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Figure n°3.2 : Pourcentage des explants callés

Pour le facteur hormone de croissance, on constate que le traitement hormonal
BAP provoque la callogénese chez toutes les variétés avec des pourcentages plus
élevés des variétés C. Afrique du Nord (CAN), C. Dellys (CD) et O. Shamouti
Station (OSS), avec des pourcentages de plus de 90%. ceci confirme les résultats
obtenus par CARIMI et al. [100] et NANDA et ROUT [101] qui rapporttent que
dans certains systemes de multiplication in vitro, les citokinines utilisés seuls
étaient suffisants pour I'induction de 'embryogénése somatique. Et RAEMAKERS

et al. [102] mentionnent que le BAP est le plus frequement utilisé (57%).

En seconde niveau, on trouve des valeurs moyennes avec la combinaison
hormonale BAP+ 2.4D pour 6 variétés a part C. Beni Abbes (CBA) et C. Afrique du
Nord (CAN). SMIRNOV et SMIRNOVA [101] mentionnent que des chercheurs ont
noté que la capacité de formation des cals est exprimée sur un milieu spécifique

pour chaque taxon et qu’elle est aussi déterminée génétiquement .

Le traitement sans hormone de croissance n’a rien développé comme explant
callé avec toutes les variétés, contrairement a ’hormone 2.4D qui a donné les

faibles pourcentages (15 % au moyenne) avec seulement 3 variétés (C. Afrique du
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Nord (CAN), O. Shamouti Station (OSS) et O. Bey (OB). CHAKRAVARTY et
GOSWAMY [104] mentionnent que pour trois porte-greffes testés, la présence du
2,4-D seul a été suffisante pour l'induction de cals, et ont également souligné

I'importance de ce phytorégulateur pour la callogénése des Citrus.

3.3 Durée de la callogénese

Pour le parametre qui est la durée de vie des cals formés, les résultats obtenus
montrent des différences significatives entre les variants de chaque parametre a
part, et aussi une différence trés hautement significative (P=0.000) concernant
I'effet d’interaction entre les deux facteurs, et cela d’aprés le tableau de I'analyse

de la variance (Annexe 03).

F=414,446; P=0.000 ; THS; annexe 04
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Figure n°3.3 : Durée de la callogénese

On constate d’aprées la figure que la durée de la callogénése est meilleure pour
le traitement BAP du premier facteur hormone de croissance qui a donné des
bons résultats avec toutes les variétés surtout la variété C. Dellys (CD) avec 97
jours. En effet, BOUSSAIDI [105], rapporte que le transfert régulier des cals
permet une meilleure alimentation du cal en éléments nutritifs et en régulateurs de
croissance.

En deuxiéme classe, le traitement BAP+ 2.4D donne des durées moyennes de
65 £ 5 jours. (Figure n°3.3). Selon ANANTHAKRISHNAN et al. [106], dans le cas
de l'acajou, 'ABA en présence de 2.4 D induit une prolifération des cals sur la
surface des embryons, il est conclu que le 2.4D est préconisé pour I'induction des

embryons, tandis que sa présence continuée dans le milieu de subculture ne va
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pas améliorer un développement ultérieur apres le stade torpille. Le méme effet

est obtenu lorsque le 2.4D est absent dans le milieu de culture.

Le résultat du traitement hormonal 2.4D seul a donné aussi des durées de
séjour moyennes mais seulement avec 3 variétés a savoir C.Afrique du Nord
(CAN), O. Shamouti Station (OSS) et O. Bey (OB). Contrairement au témoin qui
n’a pas donné auparavant des cals, et d’aprés certains travaux de REINERT et
BAJAJ [107], ou ils suggerent que I'embryogenése pourrait cesser au cours des
repiqguages successifs sur des milieux dépourvus de 2.4D par suite de

I'épuisement d'un facteur embryogéne.

3.4 Importance des cals :

3.4.1- Groupe des citronniers et de Mandarinier : (C.limon et C. reticulata)

D’apres la figure n°3.4 on constate que les bons cals formés sont obtenus avec
les citronniers (80+5%) et cela avec le traitement hormonal BAP, méme avec le

mandarinier de Blida (MB) mais avec un petit pourcentage (37%).
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Figure n°3.4 : variation de I'importance des cals (groupe des Citronniers et
Mandarinier)
Contrairement au traitements hormonaux 2.4D ou BAP+2.4D qui ont donné des

cals moins importants avec presque toutes les variétés. Selon GAJ [108], Le choix
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des hormones de croissance détermine deux choses, la capacité de réponce des
explants et la réaction morphogénique, et généralement I'embryogénése
somatique est induite avec la présence des auxines seule ou en combinaison
avec les cytokinines.

En seconde remarque, GROSSER et GMITTER [109] mentionnent que les
auxines sont généralement utilisées pour stimuler [linduction des cals
embryogenes. Le 2.4D est l'auxine préféré a ce propos. Les cals embryogénes
des Citrus peuvent étre considérés habitués et maintenus indéfiniment dans un
milieu sans hormones de croissance. Cela simplifie les besoins en hormones de
croissance dans la culture des protoplastes des Citrus et peut réduire les

variations somaclonales liées aux effets des auxines.

Et enfin, le traitement hormonal témoin n’a pas donné de cals avec toutes les
variétés.

3.4.2- Groupe des orangers : (C.senensis)

Concernant le deuxieme groupe des orangers, on constate que les bons cals
sont généralement obtenus avec le traitement hormonal BAP, et qui differe d’'une

variété a une autre avec une valeur moyenne de 85 %. (Figure n° 3.5)
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Figure n°3.5 : variation de I'importance des cals (groupe des Orangers)
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Aussi on remarque des bons cals qui sont formés avec le traitement hormonal
BAP+2.4D (70%), et 'hormone 2.4D a donné un pourcentage moindre qui est de
I'ordre de 30 %.

RAEMAKERS et al., [99] citent que parmi les auxines, le plus couramment utilisé
était le 2.4D & 49%. Malgré cela, on constate que des faibles cals sont enregistrés
avec le traitement hormonal 2.4D.

Aussi des cals faibles sont obtenus avec la combinaison hormonale BAP+2.4D.
JAYANTHI et MANDAL [110] ont montré que chez Tylophora indica, le 2,4-D
utilisé seul inhibe la formation des embryons somatiques sur cals, mais lorsqu’il
est associé & la BAP ou & la kinétine (0,5 & 3 mg ™), on obtient jusqu’a 70 % de
cals qui forment les embryons avec en moyenne 61 + 3 embryons par cal.

Et selon les travaux de YAMADA et al., [111], Chez I'Aubergine, Solanum
melongena citent qu’il existe a la fois des cultivars embryogenes et d'autres qui ne

produisent dans les mémes conditions que des cals non organogénes.

3.5 Caractéristigues des cals selon les traitements hormonaux :

Concernant ce paramétre qui combine entre la taille, la nature et la couleur des
cals (Figure n° 3.6), en comparaison entre les traitements hormonaux, on constate
que le traitement BAP qui a provoqué le pourcentage le plus élevé de callogénése
(65%), avec une texture friable et une couleur blanchatre est la forme idéale des
cals embryogénes chez les agrumes. Selon PIATTI [43], les cals mis a I'abri de
la lumiére sont généralement de couleur beige a jaune, de texture friable a
consistance molle, caractéristigues morphologiques des cals embryogénes.
BUVAT [112] mentionne qu’ en présence de différentes concentrations
d’hormones de croissance, des cals noduleux, sont définis comme des masses

cellulaires denses et indépendantes formant des unités sphériques cohésives.
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Figure n°3.6 : Caractéristiques des cals selon les traitements hormonaux

En deuxieme classe, le traitement 2.4D+BAP a donné des résultats moyens
pour le pourcentage de callogénése, mais les cals formés méme s’ils sont géants,
sont compacts et durs et d’'une couleur vert-blanchéatre, qui ressemblent a un tissu
végétal vert. D’aprés EL YACOUBI et al., [113], la réussite du processus callogéne
est liée au type de phytohormones utilisées dans le milieu de culture, a leurs
concentrations et leurs combinaisons. Aussi la combinaison de la BAP avec le 2,4-
D renforce l'effet callogéne de l'auxine et permet d’obtenir une prolifération
rapide des cellules d’ou des cals volumineux.

Les cals formés avec le traitement hormonal 2.4D sont de tres petite taille par
rapport a ceux formés avec les autres hormones. Aussi, ils ont une texture
compacte et une couleur presque jaune a brunatre qui ne ressemble pas a la
forme embryonnaire des cals chez les agrumes. Parmi les facteurs éventuels de la
perte a l'aptitude a I'embryogenése ce sont souvent la polyploidie et I'aneuploidie,

frequemment observées dans des milieux contenant 2.4D et lait de coco [26].

Le témoin qui est le traitement sans hormone n’a rien donné comme forme

callogéne. OUKARA [114] constate aprés quelques semaines de culture, un
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brunissement des tissus, accompagné d'un brunissement de milieu, suivi d'un
ralentissement de la croissance des cals. C'est I'émission de composés bruns de
nature phénolique qui ont par la suite un effet inhibiteur sur I'activité cellulaire et la

croissance des cals.

Figure n°3. 7 : Explants des variétés apres la mise en culture

a: brunissement aprés formation des cals en milieu BAP(ll) de la variété Orange
Shamouti de Station
b : nécrose du stigmate en milieu BAP+ 2.4D(lll) de la variété citronnier Afrique du nord

Figure n°3.8 : Cals de nature différente

a : Cal jaune-verdatre en milieu BAP+2.4D (lll) de la variété orange Miliah

b : Cal embryogéne en milieu BAP (Il) de la variété Shamouti de station
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3.6 Pourcentage d'Embryons primaires par variété

Pour ce parametre d’embryogénéese des explants, on enregistre une différence
trés hautement significative, et cela est confirmé par le tableau de I'analyse de la
variance (P=0.000, Annexe 06).
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Figure n°3.9 : Pourcentage d'Embryons primaires par variété
CBA (Citronnier Beni abbas); CAN (Citronnier Afrique du Nord); CD (Citronnier

Dellys) ; OSS (Orange Shamouti de Station)

On constate que parmi les variétés testées, seulement quatre variétés ont
donné des embryons primaires (Figure n° 3.9), a savoir les trois variétés de
citronniers Beni Abbes (CBA), Afrigue du nord (CAN) et Dellys (CD) avec des
pourcentages qui varient de 23 a 29%, et une seule variété d’oranger Shamouti
Station (OSS) avec un pourcentage d’embryons moindre (17%). Ce résultat est
donné avec un seul traitement hormonal qui est la BAP. Cela confirme les
résultats de RAMAN et al., [115] qui citent que la présence de cytokinine seule
peut induire la formation d’organes chez les Citrus.

Les trois autres variétés d’oranger (O. Meski (OM), O. Bey(OB), O.Miliah
(OML)) et la variété de mandarinier de Blida(MB) n'ont pas donné d’embryons
avec les traitements hormonaux, méme avec la BAP qui a donné des embryons
avec d’autres variétés.

Tandis que VASIL et THORPE [116], mentionnent que le 2.4.D et l'acide
gibbérellique avec une concentration faible de ce dernier par rapport a celle des
auxines, sont utilisés pour I'induction des embryons.

Les traitements hormonaux 2.4D et le témoin n’ont pas donné des embryons

avec toutes les variétés.




Figure n°3.10: Cals embryogenes sur un milieu avec BAP(II)

a : 1 embryon/cal (citronnier Afrique du nord);
b : plusieurs embryons /cal (citronnier Beni Abbes) ;

C : 1 embryon /cal (oranger Shamouti de Station)

68
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3.7 Durée de déclenchement de I'embryogénése

Pour la durée de déclenchement de I'embryogénése (Figure n°3.11), les
résultats obtenus montrent une différence trés hautement significative entre les

traitements hormonaux et ceux du facteur variétal (P=0.000, Annexe 07).

F=725,179; P=0.000; THS ; annexe 06
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Figure n°3.11 : Durée de déclenchement de I'embryogénéese
CBA (Citronnier Beni abbas); CAN (Citronnier Afrique du Nord); CD (Citronnier
Dellys) ; OSS (Orange Shamouti de Station)

La durée d’embryogénése la plus lente chez les quatre variétés qui ont donné
des embryons, est enregistrée avec la variété de citronnier Dellys (CD) (105 jrs).
Puis avec une durée moyenne chez les variétés C. Beni Abbes (CBA) et O.
Shamouti Station (OSS) (78 et 76 jrs respectivement). Et enfin une durée moins
lente notée chez la variété C. Afrique du Nord (CAN) (67 jrs), et cela avec un seul
traitement hormonal qui est le BAP. Cela confirme les résultats de MEZIANE et al.
[96], qui notent que I'embryogénése est produite aprés 38 a 150 jours chez la
plupart des génotypes testés. CARIMI et al., [78] mentionnent que le
développement des cals est observé sur la base de style 4 semaines apres le

traitement initial, et 'embryogénése se produit aprés 2 a 3 mois plus tard.
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VASIL et THORPE [116], citent qu’'une embryogénése continue est maintenue
indéfiniment dans le milieu d’induction avec 2.4D ou méme en un milieu sans
hormones de croissance par une sélection des cals embryogenes ou des

embryons qui ont produit des embryons secondaires occasionnellement.

Ainsi, en culture invitro, en plus de la nature et de la concentration des
phytohormones utilisées, I'espéce végétale est 'un des facteurs a prendre en
considération, elle serait liée au facteur génétique pouvant déterminer le

comportement des explants mis en culture [30].

BOURGKARD et al., [117] signalent que l'activité embryogene des cals ne se

maintient pas au-dela de 12 semaines de culture.

3.8 Nombre d'Embryons primaire par Variété

Les résultats enregistrés pour ce parametre (Figure n°3.12), montrent une
différence trés hautement significative pour les traitements des deux facteurs

selon le tableau de I'analyse de la variance (P=0.000, Annexe 08).

F=234,191; P=0.000; THS ; annexe 07
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Figure n°3.12 : Nombre d’Embryons primaire par variété
CBA (Citronnier Beni abbas); CAN (Citronnier Afrique du Nord); CD (Citronnier
Dellys) ; OSS (Orange Shamouti de Station)
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On constate que le nombre d’embryons primaires varient a travers les quatre
variétés qui ont donné des embryons, avec le plus grand nombre chez la variété
C. Beni Abbes(CBA) (10 embryons), et en deuxieme lieu, on peut classer les
variétés C. Afrique du Nord et C. Dellys (CD) (8 et 7 embryons respectivement).
Le faible nombre d’embryons est enregistré avec la variété d’oranger Shamouti
Station (OSS) (5 embryons). Ces résultats positifs obtenus sont seulement avec le
traitement hormonal BAP. La totipotence des cellules isolées parait ne pouvoir

s'exprimer que dans des conditions particulieres [26].

Les traitements hormonaux 2.4D seul et en combinaison avec le BAP n’ont pas
donné des cals et donc pas d’embryons produits, méme si TISSERAT, 1979 in
[118] mentionne que l'induction des embryons somatiques est déclenchée sur un
milieu de culture contenant du 2,4 D et de la BAP, avec une concentration
inferieure a celle utilisée lors de la callogénése. Aussi VASIL et THORPE [116]
citent que I'implication des auxines, spécialement le 2.4D dans la callogénese en

des embryons est maintenant définitivement établi.

3.9 Nombre d'Embryons secondaires par Variété

Le nombre d’embryons secondaires obtenus par variété révele une différence
tres hautement significative des deux facteurs étudiés (variétés et hormones de

croissance) selon le tableau de I'analyse de la variance (P=0.000, Annexe 09).

F=8627,955; P=0.000; THS ; annexe 08
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Figure n°3.13 : Nombre d'Embryons secondaires par Variété
CBA (Citronnier Beni abbas); CAN (Citronnier Afrique du Nord); CD (Citronnier
Dellys) ; OSS (Orange Shamouti de Station)



72

Il peut arriver que des embryons de seconde génération se développent «
spontanément » a partir d'une premiére génération d'embryoides somatique ou

androgénétiques [119].

D’aprés la figure n°3.13, on constate que le nombre d’embryons secondaires le
plus élevé est obtenu avec la variété de citronnier Beni Abbes (CBA) (488
embryons), suivi par la variété d’oranger qui a donné des embryons Shamouti de
Station (OSS) avec 336 embryons secondaires, et enfin les deux variétés de
citronnier restantes C. Afrique du Nord (CAN) et Dellys (CD) qui ont donné un
nombre faible d’embryons secondaires qui de 161 et 152 respectivement. Ceci est
obtenu avec un seul traitement hormonal qui est la BAP. Cela confirme les essais
préliminaires obtenus par CARIMI et al., [78] utilisant des doses différentes de
BAP (0.5, 4.5 et 45 uM) qui ont donné une capacité de regénération a partr de
styles (3.4,8.1 et 6.3% respectivement), tandis que les styles mis en culture en

ANA et 2.4D n’ont pas donné d’embryons.

Les trois autres traitements hormonaux n’ont pas donné d embryons.
L’embryogénése somatique dans la pratigue ne s'exprime d'une maniére
reproductible que chez certaines espéces dans des conditions définies, a partir de

certains tissus, sur un milieu de culture approprié [26].

Il a été suggeéré par HALPERIN [120] que c'est pendant la premiere phase de
I'initiation des cultures que certaines cellules pouvaient acquérir la capacité
d'exprimer leur totipotence. Cette induction n'affecterait pas nécessairement
toutes les cellules ; de sorte que la culture comprendrait un mélange de cellules

induites et d'autres non induites.

L'aptitude a I'embryogenéese somatique peut se perdre au cours des repiquages
successifs. La diminution de la concentration en auxine (2.4D en particulier) dans

un second milieu pourrait avoir précisément pour objet d'éviter cette réversion [26].



Figure n°3.14 : Photos des embryons secondaires avec le milieu BAP
a : citronnier Dellys; b : citronnier Afrique du Nord
es : embryon secondaire (d’une couleur plus claire)

Figure n°3.15 : Photos des embryons secondaires avec le milieu BAP
a : Citronnier Beni Abbes ; b : Oranger Shamouti de Station

es : embryon secondaire (d’une couleur plus claire)
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3.10 Nombre d'embryons secondaires par embryons primaires

Pour ce parameétre qui le rapport entre le nombre d’embryons secondaires par
rapport au nombre d’embryons primaires, le tableau de I'analyse de la variance
révele une différence trés hautement significative pour les deux facteurs étudiés et

aussi 'effet d’interaction entre eux (P=0.000, Annexe 10).

F=285,063 ; P=0.000; THS ; annexe 09
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Figure n°3.16 : Nombre d'embryons secondaires par embryons primaires
CBA (Citronnier Beni abbas); CAN (Citronnier Afrique du Nord); CD (Citronnier
Dellys) ; OSS (Orange Shamouti de Station)

Selon les résultats présentés par la figure n° 3.16, on remarque que le rapport
d’embryons secondaires par embryons primaire le plus élevé est enregistré avec
la seule variété d’oranger qui a donné d’embryons Shamouti de Station(OSS) (63
embryons), et en deuxiéme niveau, on trouve la variété de citronnier Beni Abbes
(CBA) avec un rapport de 47 embryons. En derniére classe, les deux variétés de
citronnier C. Afrique du nord (CAN) et C. Dellys (CD) ont donné un rapport moyen
de 20 embryons, et ce avec le seul traitement hormonal qui donné des embryons
qui est le BAP. Parmi 34 génotypes testés de 7 espéces différentes des agrumes,
seulement 14 génotypes qui ont donnés des embryons somatiques [96].

Les traitements hormonaux témoin, 2.4D et BAP+2.4D n’ont pas produit
d’embryons avec toutes les variétés. Selon LAKSHMANAN and TAJI [121] dans

quelques cas, l'addition des citokinines inhibent linduction des embryons
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somatiques provoqué par les auxines, e.g : embryogénese somatique directe chez

le petit pois, le soja et Coronilla varia.

Les résultats ne sont pas tous aisément reproductibles [51]. L'importance des
facteurs génétiques demeure toujours essentielle, celle-ci s'observe au niveau de
la famille des Ombelliferes, de l'espéce et méme du cultivar. Les premiers
résultats avaient surtout été obtenus d'une maniére aisément reproductible avec la
Carotte sauvage, chez la Carotte cultivée, des différences variétales dans
I'aptitude a I'embryogenese somatique ont été constatées par plusieurs auteurs.
[51]

Ce sont les conditions ultérieures de la culture qui favorisaient les unes ou les
autres. On pourrait peut-étre expliquer ainsi le role de la suppression de l'auxine

du milieu lorsque cette suppression déclenche I'embryogénése ou la caulogénése
[26].

Figure n°3. 17 : Plantules régénérées

a : citronnier Afrique du Nord; b : la variété de citronnier Dellys
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CONCLUSION

L’embryogénése somatique a partir de la culture de style et de stigmate est
une technique récente mise au point par CARIMI et al., [9]. Elle apparait comme
un puissant outil qui permet de régénérer un taux élevé de plants d’agrumes

indemnes de maladies et génétiquement identiques aux plantes meres [10].

Cette technique permet de réaliser I'objectif principal de notre travail qui est
'assainissement et la régénération de 8 variétés d’agrumes appartenant a 3
espéeces : C.sinensis, C. limon et C.reticulata. Notre étude a été menée dans des
conditions expérimentales du laboratoire de linstitut technique d’arboriculture
fruitiere et de la vigne (ITAFV).

Au terme de notre étude et a la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons

formuler un certain nombre de conclusions.

La durée de déclenchement de la callogénése aprés la mise en culture des
explants, differe d’'une variété a une autre, ou la petite durée est enregistrée avec
I'hnormone de croissance BAP avec toutes les variétés surtout avec les citronniers
(5 a 7 jrs), avec des différences de 1 a 3 jours. Le mandarinier de Blida présente
une durée plus importante, cependant les autres traitements hormonaux ont

donné des durées plus importantes surtout la combinaison BAP + 2.4D.

Concernant le pourcentage des explants callés, le traitement hormonal BAP
provoque la callogénese dans toutes les variétés avec des pourcentages plus
élevés des variétés C. Afrique du Nord (CAN), C. Dellys (CD) et O. Shamouti
Station (OSS), avec des faibles pourcentages enregistrées avec le traitement
hormonal 2.4D a raison de 15 %.

Nous avons constaté que la nature, la taille et la texture des cals varie selon le
traitement hormonale, ou les caractéres d’'un cal embryogéne sont obtenus avec
'hormone BAP , et qui sont des gros cals, friables et blanchatres, mais les
traitements hormonaux 2.4D seul et la combinaison BAP+2.4D ont donné des cals
tres grands mais qui sont non-embryogénes, parce qu’ils sont compacts et plus

durs.
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Le pourcentage obtenu d’embryons primaires par variété, differe des trois
variétés de citronniers, qui ont donné des embryons avec un pourcentage moyen
de 23 a 29 %. Aussi une variété d’oranger Shamouti de Station (OSS) a permis
d’avoir un pourcentage de 17%, et cela seulement avec 'hormone de croissance
BAP.

Pour la durée de déclenchement de I'embryogénése, les quatre variétés ont
présenté des durées différentes : 105 jours pour la variété citronnier Dellys, 77
jours en moyenne des variétés du citronnier Beni Abbes et orange Shamouti de

Station, et en fin la variété citronnier Afrique du nord avec une durée de 67 jours.

Le nombre d’embryons primaires par variété est généralement faible pour toutes
les variétés : 10 embryons pour citronnier Beni Abbes, 8 pour citronnier Afrique du
nord, 7 pour citronnier Dellys et 5 embryons pour la variété orange Shamouti de
Station.

Le nombre d’embryons secondaires par variété est remarquable : 488 embryons
pour citronnier Beni Abbes, 161 pour citronnier Afrique du nord, 152 pour la
variété citronnier Dellys et la variété d’oranger Shamouti de Station avec 336

embryons.

Le rapport nombre d’embryons secondaires par chaque embryon primaire est
plus élevé chez la variété d’oranger Shamouti de Station (63 embryons), puis
viennent les variétés de citronnier Beni Abbes 47 embryons, citronnier Dellys et

Afrique du Nord 22 et 18 embryons respectivement.

Tous les explants des différentes variétés ont formé des cals avec différents
pourcentages selon les hormones de croissance. Mais en phase d’embryogénese,
seules les trois variétés de citronnier et un génotype d’oranger ont produit des

embryons primaires et secondaires avec 'hormone de croissance BAP utilisé seul.

D’autres investigations doivent d’étre menées pour évaluer le potentiel
embryogene de tous les génotypes autochtones algériens et les génotypes
importants de point de vue économique, et orienter d’autres études aux variétés
qui ont donné des résultats négatifs et le groupe des navels qui est génétiquement
instable. Et espérons de pratiquer cette technique dans la multiplication du

matériel de base avec les variétés a résultat positif.
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La maitrise de 'embryogenése somatique a partir de style et stigmate et son
intégration dans les programmes de certification, permettra la valorisation et la
préservation de notre patrimoine agrumicole et la relance de I'agrumiculture dans

notre pays.
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Annexe 01 : Durée de déclenchement de la callogénése des explants
Analyse de la variance :

SCE |DDL| cM. | TESTF | IB9 | ET. | cw.
VAR.TOTALE 6503,334 | 95 | 68,456
VAR.FACTEUR 1 1327,667 189,667 | 606,934 | 0,000
VAR.FACTEUR 2 2045,084 | 3 | 681,695 |2181,423 | 0,000
VAR.INTER F1*2 3110,583 | 21 | 148,123 | 473,994 | 0,000
VAR.RESIDUELLE 1 20 64 0,313 0,559 | 7,89%
Tableau des moyennes et des groupes homogénes
F1XF2 MOYENNES GROUPES HOMOGENES
MB BAP 28 A
OB BAP+2,4D 25,333 B
CD BAP+2,4D 20 C
MB BAP+2,4D 17,667 D
OB 2,4D 17,667 D
0SS BAP+2,4D 16 E
CAN 2,4D 15,667 E
0SS 2,4D 15 E
OMS BAP 10,333 F
OML BAP+2,4D 9,667 F|G
OB BAP 9,333 F|G
CD BAP 8,667 G
0SS BAP 8 |
CBA BAP 7,333 |
OML BAP 7 |
OMS BAP+2,4D 6 J
CAN BAP 5 K
OML 2,4D 0 L
CBA 2,4D 0 L
CBA BAP+2,4D 0 L
CD ™M 0 L
CAN TM 0 L
OMS T™M 0 L
CD 2,4D 0 L
CBATM 0 L
OMS 2,4D 0 L
0SS TM 0 L
OMLTM 0 L
CAN BAP+2,4D 0 L
MB TM 0 L
OB T™M 0 L
MB 2,4D 0 L




Analyse de la variance

Annexe 02 : Pourcentage d'explants callés

S.C.E |DDL| C.M. TEST F |PROBA| E.T. | C.V.
VAR.TOTALE 90929,63| 95 | 957,154
VAR.FACTEUR 1 |9035,617 1290,802 | 804,677 | 0,000
VAR.FACTEUR 2 |64602,38| 3 |21534,13|13424,21| 0,000
VAR.INTER F1*2 |17188,97| 21 | 818,522 | 510,261 | 0,000
VAR.RESIDUELLE 1| 102,664 | 64 1,604 1,267 |5,18%
Tableau des moyennes et des groupes homogéenes
F1XF2 MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
0SS BAP 94 A
CD BAP 91 B
CAN BAP 90,333 B
OB BAP 76,667 C
0SS BAP+2,4D 65 D
OMS BAP 63,333 D
CBA BAP 51,667 E
OML BAP 40 F
OML BAP+2,4D 35,667 G
MB BAP+2,4D 35,667 G
OB BAP+2,4D 31,333 H
CD BAP+2,4D 31,333 H
MB BAP 21 |
0SS 2,4D 17 J
CAN 2,4D 14,667 K
OMS BAP+2,4D 12
OB 2,4D 11,333
OML 2,4D 0 M
CBA 2,4D 0 M
CBA BAP+2,4D 0 M
CDTM 0 M
CAN T™M 0 M
OMS TM 0 M
CD 2,4D 0 M
CBATM 0 M
OMS 2,4D 0 M
0SS TM 0 M
OMLTM 0 M
CAN BAP+2,4D 0 M
MB TM 0 M
OBTM 0 M
MB 2,4D 0 M
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Annexe 03 : Durée de la callogénese

Analyse de la variance

S.C.E |DDL| C.M. TEST F |PROBA| E.T. | C.V.
VAR.TOTALE 124158,2| 95 |1306,929
VAR.FACTEUR 1 [12956,99| 7 |1850,999(470,095| 0,000
VAR.FACTEUR 2 |76679,78| 3 |25559,93(6491,41| 0,000
VAR.INTER F1*2 |34269,46| 21 |1631,879|414,446| 0,000
VAR.RESIDUELLE 1 252 64 3,938 1,984 |5,41%
Tableau des moyennes et des groupes homogénes
F1XF2 MOYENNES GROUPES HOMOGENES
CD BAP 97 A
OML BAP 89 B
OML BAP+2,4D 84 C
OB BAP 80 D
OMS BAP+2,4D 77 D
CBA BAP 71 E
0SS 2,4D 70,667 E
OMS BAP 70,333 E
OB 2,4D 70,333 E
0SS BAP 68,333 E
0SS BAP+2,4D 64,667 F
CAN BAP 62,333 F
OB BAP+2,4D 61,333 F
MB BAP 61 F
CD BAP+2,4D 56,667 G
MB BAP+2,4D 55,667 G
CAN 2,4D 35 H
OML 2,4D 0 |
CBA 2,4D 0 |
CBA BAP+2,4D 0 |
CDTM 0 |
CANTM 0 |
OMS T™M 0 |
CD 2,4D 0 |
CBATM 0 |
OMS 2,4D 0 |
0SS TM 0 |
OMLTM 0 |
CAN BAP+2,4D 0 |
MB TM 0 |
OBTM 0 |
MB 2,4D 0 |
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Annexe 04: Importance des cals
(B : boncal F: faiblecal)
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Importance des cals (%)
Hormone I [l "' 11
Variété
C. Beni Abbes | B 0 67 0 0
F 0 33 0 0
C. Afrique du B 0 86 0 0
nord F 0 14 100 0
B 0 78 0 100
C. Dellys F 0 > 0 0
) B 0 37 0 27
M. Blida . 0 c3 0 -3
0. Shamouti B 0 83 44 60
Station F 0 17 66 40
) B 0 100 0 77
0O.Meski ; 0 00 0 >3
B 0 91 18 60
O-Bey F 0 9 82 40
- B 0 70 0 81
O. Miliah 1= 0 30 0 19

Annexe 05 : Caractéristiques des cals selon les traitements hormonaux :

Traltement Témoin BAP 2.4D 2.AD+BAP
Parameétres
Pourcentage des 0 65 15 34
cals (%)
- Grand - Tre faible - Géant
Caractéristiques Néant - Friable - Compact - Compact
des calsq - Blanchéatre - Jaune - Vert-blanchéatre




Annexe 06 : Pourcentage d'embryons primaires par variété

Analyse de la variance

S.C.E

DDL

C.M.

TEST F

PROBA

E.T.

C.V.

VAR.TOTALE

6360,99

95

66,958

VAR.FACTEUR 1

936,906

133,844

2569,675

0,000

VAR.FACTEUR 2

2610,031

870,011

16703,39

0,000

VAR.INTER F1*2

2810,719

21

133,844

2569,674

0,000

VAR.RESIDUELLE 1

3,333

64

0,052

0,228

7,58%

Tableau des moyennes et des groupes homogénes
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F1XF2
S

MOYENNE

GROUPES HOMOGENES

CBA BAP 29,667

CAN BAP 26,667

CD BAP 23

0SS BAP

[EEN
~N

CBA 2.4D

CAN BAP+2.4D

CDTM

OSS BAP+2.4D

OMSTM

CBA BAP+2.4D

CAN TM

MB BAP+2.4D

OSS T™M

CD 2.4D

CBATM

CD BAP+2.4D

MB TM

CAN 2.4D

0SS 2.4D

OML BAP

OML 2.4D

MB BAP

MB 2.4D

OB BAP

0B 2.4D

OML BAP+2.4D

OMS BAP

OMS 2.4D

OB BAP+2.4D

OMLTM

OMS BAP+2.4D

OO0 |O|0O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O|O

OB TM

mmMmMm MMM MMM M M(M(M(M(M(M| M| (M| M| M|M|M|M|M|M|M/|mM|M




Annexe 07 : Durée de déclenchement de I'embryogénese

Analyse de la variance

S.C.E |DDL| C.M. TESTF |[PROBA| E.-T. | C.V.

VAR.TOTALE 73055,48| 95 | 769,005

VAR.FACTEUR 1 |10681,06| 7 |1525,866| 725,178 | 0,000

VAR.FACTEUR 2 |30196,53| 3 |10065,51|4783,701| 0,000

VAR.INTER F1*2 |32043,23| 21 |1525,868| 725,179 | 0,000

VAR.RESIDUELLE 1| 134,664 | 64 2,104 1,451|14,17%

Tableau des moyennes et des groupes homogenes

F1 X F2 MOYENNES GROUPES HOMOGENES

CD BAP 105,667 A
CBA BAP 78,333 B
OSS BAP 76,333 B
CAN BAP 67,333 C
CBA 2.4D 0

CAN BAP+2.4D
CDTM
OSS BAP+2.4D
OMS T™M
CBA BAP+2.4D
CANTM
MB BAP+2.4D

OSSTM
CD 2.4D
CBATM

CD BAP+2.4D

MB TM
CAN 2.4D
0SS 2.4D
OML BAP
OML 2.4D
MB BAP
MB 2.4D
OB BAP
0B 2.4D

OML BAP+2.4D
OMS BAP
OMS 2.4D

OB BAP+2.4D

OMLTM

OMS BAP+2.4D

OB TM

oO|jo|jo|jlo|lo|o|o|o|o|o|o|jo|o|o|o|o|jo|o|o|jo|o|o|o|o|jo|o|©
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Annexe 08 : Nombre d'embryons primaire par Variété

Analyse de la variance

S.C.E |[DDL| C.M. | TESTF |PROBA |E.T.| C.V.

VAR.TOTALE 689,958| 95 | 7,263

VAR.FACTEUR 1 102,458 7 [14,637| 234,19 | 0,000

VAR.FACTEUR 2 276,125| 3 192,042 |1472,667| 0,000

VAR.INTER F1*2 307,375| 21 |14,637| 234,191 | 0,000

VAR.RESIDUELLE 1 4 64 | 0,063 0,25 25,53%

Tableau des moyennes et des groupes homogénes

F1XF2 MOYENNES GROUPES HOMOGENES

CBA BAP 10,333 A
CAN BAP 8,667 B
CD BAP 7 C
OSS BAP 5,333 D
CBA 2.4D 0
CAN BAP+2.4D
CDTM
OSS BAP+2.4D
OMS T™M
CBA BAP+2.4D
CANTM
MB BAP+2.4D
OSSTM
CD 2.4D
CBATM
CD BAP+2.4D
MB TM
CAN 2.4D
0SS 2.4D
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Annexe 9 :Nombre d'embryons secondaires par Variété

Analyse de la variance

S.C.E |[DDL| C.M. TESTF |[PROBA| ET. | C.V.

VAR.TOTALE 1081834 | 95 |11387,72

VAR.FACTEUR 1 179299,9| 7 [25614,27|8627,964| 0,000

VAR.FACTEUR 2 364444,7| 3 [121481,6|40920,11| 0,000

VAR.INTER F1*2 537899,1| 21 |25614,24|8627,955| 0,000

VAR.RESIDUELLE 1 190 64 2,969 1,723 14,84%

Tableau des moyennes et des groupes homogenes

F1 X F2 MOYENNES GROUPES HOMOGENES

CBA BAP 488,667 A

OSS BAP 336,333 B

CAN BAP 161 C

CD BAP 152,333 D

CBA 2.4D 0

CAN BAP+2.4D

CDTM

OSS BAP+2.4D

OMS T™M

CBA BAP+2.4D

CANTM
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Annexe 10 : Nombre d'embryons secondaires par embryons primaires

Analyse de la variance

S.C.E |[DDL| C.M. TESTF |PROBA| ET. | C.V.

VAR.TOTALE 19292,49| 95 | 203,079

VAR.FACTEUR 1 3180,246| 7 | 454,321 | 285,064 | 0,000

VAR.FACTEUR 2 6469,535| 3 [2156,512]1353,105| 0,000

VAR.INTER F1*2 9540,713| 21 | 454,32 | 285,063 | 0,000

VAR.RESIDUELLE 1 102 64 1,594 1,262 | 26,64%

Tableau des moyennes et des groupes homogeéenes

F1XF2 MOYENNES GROUPES HOMOGENES

OSS BAP 63,333 A

CBA BAP 47,667 B

CD BAP 22 C

CAN BAP 18,667 D

CBA 2.4D 0

CAN BAP+2.4D

CDTM

OSS BAP+2.4D

OMS T™M

CBA BAP+2.4D

CANTM

MB BAP+2.4D

0SS TM

CD 2.4D

CBATM

CD BAP+2.4D

MB TM

CAN 2.4D

0SS 2.4D

OML BAP
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MB 2.4D
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