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Résumé

Résumé

L’objectif de ce travail est la régénération et la caractérisation moléculaire du matériel
génetique chez les trois cultivars de palmier dattier (Phoenix dactylifera L) : Deglet Nour,
Takerboucht et Tagaza.

L’induction de I’embryogénése somatique a lieu sur le milieu GMN20 & une photopériode
16h de lumiere et a une température 28°C, la germination des embryons somatiques est
obtenue sur le milieu MS modifié sans hormones de croissance avec un taux de
germination 56.33%.

L’élongation et I’enracinement des plantules sont obtenus sur milieu GMP (Milieu de
germination) contenant 100 mg/l de Thiamine chlorhydrate, 170mg/l de NH2PO4, 200 mg/I
de Nitrate d’ammonium, 40 mg/l d’Adenine, 50 mg/l de Acide nicotinique, 50 mg/l de
pyridoxine. Ce travail nous a permis de produire 80 plantules et 182 touffes de plantules
prétes a ’acclimatation.

Concernant I’effet d’acclimatation, les vitroplants obtenus in vitro ont été acclimatées avec
succes a partir de la premiére semaine marquant la meilleure survie jusqu’a la huitieme
semaine, avec un pourcentage de réussite moyen 68.3%.

La caractérisation moléculaire des vitroplants issus de la régénération des protoplastes par
embryogénése somatique est réalisée d’abord par 1’extraction de I’ADN suivie par deux
méthodes d’analyses permettant de quantifier et d’analyser la pureté de I’ADN: la
technique de la migration sur gel d’agarose et le Nanodrop, les résultats obtenus montre
que I’ADN est de bonne qualité, avec des concentrations de 1’ordre de 100 a 880.02 ng/ul

et des ratios typiques pour ’ensemble des échantillons avoisinant le 1.8 pour la DO

260/230et des valeurs de 2.27 a 2.36 pour la DO 260/230.

Mots clés : Phoenix dactylifera L, acclimatation, protoplastes, embryogénése somatique,
ADN.



Abstract

Abstract

The objective of this work is the regeneration of three cultivars of date palm (Phoenix

dactylifera L): Deglet Nour, Takerboucht and Tagaza.

The induction of somatic embryogenesis takes place on the GMN200 medium at a
photoperiod of 16 hours of light and at a temperature of 28°C, the germination of somatic
embryos is obtained on the modified MS medium without growth hormones with a

germination rate of 56.33%.

Elongation and rooting of the seedlings are obtained on GMP (Germination medium)
medium containing 100 mg/l of Thiamine hydrochloride, 170mg/l of NH2PO4, 200mg/I
of ammonium nitrate, 40 mg/l of Adenine, 50 mg/l Nicotinic acid, 50 mg/l of Pyridoxine.
This work allowed us to produce 80 seedlings and 182 clumps of seedlings ready for

acclimatization.

Concerning the acclimatization effect, the in vitro plants obtained in vitro were
successfully acclimatized from the first week marking the best survival to the eighth week,

with an average success rate of 68.3%.

Molecular characterization of the vitroplants resulting from the regeneration of protoplasts
by somatic embryogenesis is carried out first by DNA extraction followed by two methods
of analysis to quantify and analyze the purity of DNA: the technique of migration on
agarose gel and Nanodrop, the results obtained show that the DNA is of good quality, with
concentrations ranging from 100 to 880. 02 ng/ul and typical ratios for all samples around
1.8 for OD 260/230 and values from 2.27 to 2.36 for OD 260/230.

Keywords: Phoenix dactylifera L, acclimatization, protoplasts, somatic embryogenesis,
DNA.
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Introduction

L’ Algérie classé parmi les principaux pays producteurs de dattes, dispose d’un potentiel
Phoenicicole important avec sa diversité des cultivars inventoriées, celui-ci offre par la
dominance variétale des dattes communes (80 % des cultivars sont rares ou tres rares) a
coté des cultivars connus et appréciés (20%) (Ben abbes, 2011), elle se distingue par
contre par sa faible présence sur la marché international. Selon les statistiques mondiales,
I’ Algérie est classé troisiéme pays producteur de dattes aprés I’Egypte et I’Iran, il a exporté
six (06) fois moins que la Tunisie (1* exportateur mondiale de dattes malgré sa faible
producteur) (ONFAA, 2017).

Malheureusement le palmier dattier est confronté a diverses contraintes (biotiques et

abiotiques) qui rendent la menace grandissante (Sedra, 2011 ; Meddich et al., 2018).

La plus redoutable étant le Bayoud, causé par un champignon tellurique Fusaruim
oxysporuim f.sp. albidinis (F.O.A) (Sedra, 2013; Meddich et al., 2018). Plusieurs
méthodes chimiques et biologiques ont été employées pour luter contre cette maladie qui
ne cesse de se propager non seulement dans les jardins deja infestés mais aussi dans les
plantations indemnes (Bouguedoura, 2007; Bouguedoura et Yatta, 2013; Meddich et
al., 2018; Yatta et al., 2018), cependant peu de cultivars présentant une résistance
naturelle a la maladie sont connus actuellement et méme lorsqu’ils existent, ils sont le plus
souvent de qualité dattiere médiocre (El-Hadrami, 2005; Naik et Al-Khayri, 2016;
Bouguedoura et al., 2017). Une approche a été élaborée et consiste en la production de
cultivars combinant la résistance et la qualité des dattes, soit par mutagenése ou par fusion
de protoplastes (Chabane et al., 2007; Yatta et al., 2014; Yatta et al., 2015; Yatta et al.,
2016).

Nos travaux entrent dans le cadre d’un programme de recherche, lancé par 1’équipe
Palmier de I’institut national de la recherche agronomique (INRA), pour 1’amélioration et
conservation du palmier dattier par les techniques de culture in vitro. Nous avons entrepris
I’induction des embryons somatiques et leur acclimatation et caractérisation moléculaire de

matériel génétique.
Ainsi notre présent travail est divisé en quatre parties :

» Multiplication et germination des embryons somatiques de trois cultivars de

palmier dattier (Deglet Nour, Takerboucht et Tagaza) par repiquage périodique sur
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les milieux de cultures : GMN2oo (milieu de multiplication) et GMP (milieu de
germination).

Acclimatation des vitroplants.

La caractérisation moléculaire des vitro plants régénérés des protoplastes.

L’étude caryologique.
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Synthese bibliographique

1. Historique et Origine de palmier dattier

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera) est 1’'un des arbres fruitiers le plus anciennement
cultivé dans le monde (Figl), il est rustique s’adaptant aux régions les plus arides du
monde et constitue la principale source de vie de la population saharienne (Hazzouri et al.,
2020).

C’est Linné, en1734, qui a donné le nom de Phoenix dactylifera et a fait la description
morphologique complete de cette espece. Par ailleurs, plusieurs auteurs ont decrit la
signification de Phoenix dactylifera ; dans la 1’étymologie, du mot "Phoenix" dérive de
nom de dattier chez les Grecs, qui considéraient comme [’arbre des phéniciens et
"dactylifera" vient de latin "dactylus" dérivant du grec dactylis, signifiant doigt, en raison
de la forme du fruit.

Les études menées par Aoudah-lbrahim (2011), ont montré que "dactylis" ou "Datte"
dérivé du mot "Daguel” ou "Dachel” origine hébraique, signifiants doigts. Il est cultivé
depuis I’antiquité, mais jusqu’a présent, aucun vestige de Phoenix n’a été trouvé dans les

zones actuelles du Palmier Dattier (Absi, 2013 ; Hazzouri et al., 2020).

Fig 1: Palmier dattier (Phoenix dactylifera L).

L’origine géographique précise du Palmier Dattier parait trés controversée, Selon les
résultats de I’hybridation de plusieurs types de Phoenix. Bien que, plusieurs hypothéses ont

été abordées sur son origine, mais toujours ont révélé que son origine fréquemment dans la

-
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Bible (se trouve a Babylone et datent de 4000 ans avant Jésus. Christ). Depuis ce lieu
d’origine, la culture du Palmier Dattier s’est étendue vers I’Est et vers I’ Afrique orientale
(15°™ siecle) et du nord (11°™ siecle). Des le 20°™siecle, il est introduit en Amérique par
les conquétes espagnoles et en Australie (Absi, 2013 ; Yatta et al., 2014; Meddich et al.,
2018).

2. Position systematique

Le genre Phoenix L. (1753) dont les six synonymes hétérotopiques cités par la littérature
sont : Elate L. (1753), Palma Mill. (1754), Dachel Adams. (1763), Phoniphora Neck.
(1790), Fulchironia Lesch. (1829) et Zelonops Raf. (1837) fait partie de la classe des
Liliopsida de (Monocotylédones), de I’ordre des Arecales Bromhead (1840).

Selon la classification de Cronquist (1981) et phylogénétique APG Il (2003) et APG
111(2009) (Tableau0l), les Arecales ne comprennent qu’une seule famille, celle des, 1789
ou Arecaceae Bercht.Et J.Presl, 1820 ; famille de plantes tropicales (exemples : palmier

dattier, palmier a huile, cocotier...etc.) la mieux connue sur le plan systématique.

Par ailleurs, la classification phylogénétique APG IV (2016) a récemment introduit les
Dasypogonaceae parmi les Arecaceae.

La famille des Arecaceae regroupe 6 sous-familles Cronquist (1981): les Coryphoideae ou
Arecoideae , Calamoideae, Nypoideae, Ceroxyloideae, Arecoideae, et Phytelephantoideae.
La sous-famille des Coryphoideae se subdivise actuellement en 4 tribus, les : Corypheae,
Phoeniceae, Borasseae et Chuniophoeniceae, cette derniére a été introduite suite a la
nouvelle classification (APG 1V, 2016).

Tableau 01 : Classification du palmier dattier (APG 111, 2009).

Sous-régne Tracheobionta
Phylum Spermaphytes
Embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsidae
Sous-classe Commelinideae
Ordre Arecales
Famille Arecaceae
Sous-famille Coryphoideae
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Tribu Phoeniceae
Genre Phoenix
Espece Phoenix dactylifera L.

3. Caractérisation morphologique

Le palmier dattier est une monocotylédone arborescente considérée comme une herbe
géante pour ses caractéristiques morphologiques (Fig 2), il se distingue par quatre parties :

les racines, le stipe, les feuilles et I’appareil reproducteur (Abbouna et Nechachbi, 2017).

Fig 2 : Présentation schématique d’un palmier dattier (Rouai et Zouzou, 2017).

3.1. Systéme racinaire ou radiculaire

Le systeme radiculaire est fasciculé (Peyron, 2000), il augmente avec la croissance du
palmier verticalement et en méme temps latéralement (Simmons, 1926), il présente quatre
zones d’enracinement : Racines respiratoires, Racines de nutrition, Racines d’absorption,

Racines de profondeur (Munier, 1973 ; Peyron, 2000).
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3.2. Tronc (stipe), le rejet et le bulbe

Tronc : C’est un stipe généralement cylindrique, non ramifié (Munier, 1973), il est doté
d’un simple bourgeon terminal ou zone de croissance en langueur. Le stipe est couvert
régulierement des cicatrices de I’ancienne palme (Toutain, 1967), dont I’activité
végétative est indéfinie durant toute la vie de la plante. En général, les pieds males
croissent plus rapidement que les pieds femelles (Al-khayri et al., 2018).

Rejet : c’est une jeune pousse du végétal, qu’il est possible de planter pour obtenir un

nouveau palmier, celui-ci sera choisi par ’homme parmi une sélection des meilleurs

palmiers (Shiai, 2011).

Bulbe : Se situant a la base du stipe, le bulbe constitue la réserve du palmier. De I3, part les
systémes racinaires d’ou émergent les racines primaires courtes de moins d’un metre, et

longues de plus de 20 métres (Sbiai, 2011).
3.3. Palmes

La palme ou «Djérid» est une feuille composée, pennée, ou Kornat, engaine partiellement

le tronc et est en partie recouverte par le fibrilleux.

Le rachis ou pétiole, est semi cylindrique, plus ou moins ailé et porte les épines, chokes ou
encore chouques et la foliole. Le pétiole est dur et relativement rigide, les épines sont plus

ou moins nombreuses et plus ou moins langue (Peyron, 2000).
3.4. Les organes floraux

Comme tous les pheenix, le palmier dattier est dioique (Peyron, 2000), ce qui entraine une
allogamie obligatoire qui permet un brassage génétique, mais aussi une hétérozygotie
responsable de la diversité qui conduit a la formation de plusieurs milliers de cultivars de

palmier femelle dans le monde (Hanachi et al., 1998).
3.4.1. L’inflorescence

Les inflorescences du dattier naissent du développement de bourgeons axillaires situé a
I’aisselle des palmes dans la région coronaire du tronc, 1’inflorescence est caractéristique :

c’est une grappe d’¢épis.
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Les fleurs sont quasi sessiles, sans pedoncule, elles sont portées par des pédicelles qui sont
portés, a leur tour, par un axe charnu : la hampe ou spadice. L’ensemble est enveloppé
dans une grande bractée membraneuse close : la spathe. Les spathes sont de forme allongée

d’une maniere trés générale, les spathes d’un palmier méale sont plus courtes et plus renflée

(Peyron, 2000).
3.4.2. Les fleurs

> La fleur male

Les fleurs méles sont ivoire, elles sont inodores. Elles sont un peu plus allongées que les
fleurs femelles. La corolle est composée de trois pétales 1égérement allongées et pointus et
de trois étamines remplies de pollen. Le calice, en forme de cupule, comporte trois sépales
soudeés (Peyron, 2000).

> La fleur femelle

Les fleurs femelles ont une couleur entre ivoire et vert claire. Elles mesurent 3 a 4
millimétre, et sont globulaire. La corolle est constituée de 3 pétales ovales et arrondis et de
trois étamines avortées, ou staminodes. Le calice est en forme de cupule, ou cupuliforme. Il
comporte trois sépales soudés (Peyron, 2000). Le gynécée est formé de trois carpelles
indépendants comportant chacun un ovule inséré a la base de ’ovaire et posseéde trois

styles libres, se terminant chacun par un stigmate (Munier, 1973 ; Peyron, 2000).
3.5 Fruits

Le fruit du palmier dattier est une baie appelée «Datte» ou «Tmar» en arabe, contenant une
seule graine (noyau), aprés fécondation, 1’ovule évolue pour donner un fruit de couleur
verte (taille d’un pois, puis d’un fruit de raisin jusqu’a la taille normale de datte)
(Hazzouri et al., 2020).La couleur des dattes est variable selon les espéces : jaune plus ou
moins clair, jaune ambré translucide, brun plus ou moins prononcé, rouge ou noir. Sa
consistance est également variable, elle peut étre molle, demi-molle ou dure, les dattes a

consistance dure sont dites dattes seches, leur chair a un aspect farineux (Munier, 1973).

La datte est constituée d’un mésocarpe charnu, protégé par un fin péricarpe ; le noyau est

entour¢ d’un endocarpe parcheminé, il est de forme allongé, plus ou moins volumineux,

-
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lisse ou pourvu de protubérances latérale en arétes ou ailettes, avec un sillon ventrale :

I’embryon est dorsale, sa consistance est dure et corné (Hazzouri et al., 2020).

4. Cycle de developpement

Le palmier dattier en Algérie comporte généralement quatre phases de

développement (Belguedj, 2002) :

= Phase jeune : Depuis la plantation jusqu’aux premicres productions. Cette phase dure
entre 5 a 7 années, selon le milieu et les soins apportés a la culture.

= Phase juvénile : C’est la production. Elle se situe autour de 30 ans d’age du palmier.

» Phase adulte : Autour de 60 ans d’age, début de décroissance de la production surtout si le
palmier est dans des conditions de culture médiocres.

= Phase de sénescence : 80 ans et plus. Chute de la production.

5. Production de dattes et répartition géographique du palmier dattier

5.1. Dans le monde
Le dattier est une espece xérophile, il ne peut fleurir et fructifier normalement que dans les
déserts chauds (Amorsi, 1975). Le palmier dattier fait I’objet d’une plantation intensive en
Afrique méditerranéenne et au Moyen-Orient (Fig 3). L’Espagne est 1’unique pays
européen producteur de dattes, principalement dans la célebre palmeraie d’Elche. Aux
Etats-Unis d’Amérique, le palmier dattier fat introduit au XVIlléme siécle, sa culture n’a
débuté réellement que vers les années 1900 avec I’importance de variétés irakiennes
(Bouguedoura, 1991). Le palmier dattier est également cultivé a plus faible échelle au

Mexiqgue, en Argentine et en Australie (Ortiz-Uribe et al., 2019).
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4 Peuplement du palmier dattier

Fig 3 : Répartition géographique du palmier dattier dans le monde (EI Hadrami 2009).

La production mondiale de dattes est d’environ 7 millions de tonnes par année et a plus que
doublé depuis les années 1980 (FAO. 2010). Cela place la datte au 5éme rang des fruits les
plus produits dans les régions arides et semi-arides. D’aprés la F.A.O (2018), la production
mondiale de dattes est estimée & 8,166 814 tonnes.

5.2. En Algérie

La production est estimée a 492.217 tonnes dont 244.636 tonnes (50%) de dattes demi
molles (Deglet Nour),164.453 tonnes (30%) des dattes seches (Deglet Beida et analogues)
et 83.128 tonnes soit 17% des dattes molles (Ghars et analogues). La palmeraie algérienne
est constituée de plus de 11 millions de palmiers répartis a travers 09 wilayas sahariennes :
Biskra, El-Oued, Ouargla, Ghardaia, Adrar, Béchar, Tamanrasset, Illizi et Tindouf. Le
palmier dattier se trouve également dans d’autres wilayas situées dans des zones de
transition entre la steppe et le Sahara que 1’on considére par rapport aux palmeraies

sahariennes de «marginales» (Belguedj, 2007).

Actuellement la production de la datte a presque doublé passante de 600.096 tonnes en
2012 a environ 1.100.000 tonnes en 2017 dont 3% sont exportées. L’ Algérie est classée
parmi les principaux pays producteurs de dattes (4™ rang mondiale avec 14 % de la
production mondiale) et le montant des exportations en 2016 a été de 37 millions de dollars
ce qui est qualifié d’insignifiant par rapport au potentiel existant (Chambre Algérienne de

Commercent d’Industrie, 2017).
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Selon la FAO en 2018, la production nationale des dattes est estimée a 1,058 559 tonnes
avec un rendement de 63,136 kg/ pied. En Algérie, la superficie occupée par le palmier
dattier couvre 167 663 ha. Elle difféere d’une wilaya a une autre. La superficie la plus
importante concerne les wilayas de Biskra et d’Oued représentant 52 % de la superficie

totale occupé par le palmier dattier.
6. Les menaces biotiques et abiotiques

Le dattier représente 1’espece clé de 1’écosysteéme oasien mais cependant il est du moins
vulnérable comme toute autre espéce végétale et est composé a divers contraintes
phytosanitaires faisant partie intégrante des divers facteurs alarmants causant son érosion
génétique. Bien nombre des pathologies causés par des parasites et des ravageurs touchent le
palmier dattier et sont responsable des dommages significatifs colossaux pour les
phoeniciculteurs. A I’heure actuelle la maladie des feuilles cassantes est virale et semble
préoccuper les phoeniciculteurs algériens, elle est due a un trouble physiologique bien que son
étiologie demeure inconnu. En Tunisie la maladie de la pyrale des dattes ou Ectomyelois sp.

(Lepidoptera. Pyralidae) constitue le ravageur le plus redouté (Mzali et al., 2002).

Elles sont a prendre en considération car elles mettent en péril le développement du dattier
mais jusqu’a nos jours le bayoud reste la principale maladie la plus grave et incurable des
maladies du palmier dattier. Le bayoud ou encore la fusariose vasculaire du dattier (Phoenix
dactylifera L) est causée par un champignon imparfait d’origine tellurique Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis (Hazzouri et al., 2020). Cependant diverses mesures de luttes ont

été employées pour contrecarrer 1’effet néfaste de 1’infestation de ce champignon.

» La lutte chimique consiste en I’utilisation des fongicides a action systématique ou
endothérapique. (Meddich et al., 2018).

» La lutte culturale (Tirichine, 2007), consiste en ’amélioration des pratiques agricoles.

Les mesures prophylactiques ont permis de ralentir la progression de la maladie sans 1’arréter

définitivement.

» La lutte génétique par 'utilisation de variétés résistantes reste la seule méthode efficace pour

contrecarrer la fusariose vasculaire et semble étre la plus prometteuse (Mahdi, 2011).

7. Diversité géenetique du palmier dattier

7.1. Dans le monde

i’)
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A I’échelle mondiale (Ferry et al., 1998 ; Ziad et al., 2002) ont recensé environ 3000
cultivars répartis comme suit (Tableau 4) :
Tableau 2 : Nombre de cultivars dans le monde.

800 Maroc 244
250 Oman 300
26 Pakistan 250
370 Soudan 22

400 Tunisie 250
300 USA 196

(Ziad et al., 2002).

7.2. En Algérie

L’ Algérie est un pays classé au sixieme rang mondial et au premier rang dans le Maghreb
pour ses grandes étendues de culture avec 160 000 ha et plus de 2 millions de jardins et sa
production annuelle moyenne de dattes de 500 000 tonnes.

Le palmier dattier r en Algérie est établi en plusieurs oasis réparties sur le Sud du pays ou
le climat est chaud et sec (zone saharienne). Sa culture s’étend depuis la frontiére
Marocaine a I’ouest jusqu’a la frontiere tuniso-libyenne a 1’est et depuis 1’ Atlas saharien au
nord jusqu’a Regagne (sud-ouest), Tamanrasset (centre) et Djanet (sud-est).

Prés d’un Millier de cultivars ont été inventorié et les trois régions principales de culture se
distinguent sur le plan de la diversité génétique (Tableau 3). A cette catégorie, il faut
ajouter un grand nombre de pieds francs ou «Khalts» qui poussent au hasard dans les oasis
et qui représentent une source appréciable pour de nouvelles sélections de cultivars
appréciables pour leur datte et pour leur résistance au Bayoud (Bouguedoura et al., 2017).

Tableau 3 : les régions principales de culture des dattes.

70 Ghares, Asyan, Feggus,

80 Feggus, Hartan, Cherka, Hmira, Deglet
230 Talmine

190 Hmira, Tinnaser, Tagerbuch
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60 Tagazza, Aghamu, Tagerbuch
Tagazza, Tagerbuch, Cheddakh, Aggaz

70 Timjuhart, Ghars, Timedwel

140 Azerza, Ghars, Deglet Nour, Taddela

70 Ghars, Deglet Nour, Degla Beida

130 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida

70 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, Mich Degla
140 Deglet Nour, Ghars, Degla Beida, Mich Degla
220 Buzrur, Alig, Buhles, Mich Degla

180 Tanghimen, Tabanist, Khadaji

(Bouguedoura et al., 2017).

8. Les techniques de multiplication du palmier dattier

La multiplication du palmier dattier peut s’effectuer selon 03 différents modes (Nixon et

Carpenter, 1978 ; Ziad et De Wet, 2002) :

8.1. La multiplication par semis

Cette technique de multiplication produit des descendants non conformes au pied mere
d’ou une graine donne 50% de chance d’avoir les deux sexes. Cette méthode de production
est une technique consommatrice du temps, elle ne permet d’obtenir des pieds productifs
qu’au bout d’une dizaine d’années (Yatta et al., 2014 ; Naik et Al khayri., 2020; Yatta
et al., 2020).

8.2. La multiplication par rejets
C’est la méthode classique de multiplication végétative, les nouveaux arbres sont
génétiquement identiques au pied mére qui leur donne naissance (Hadji et al., 2015). Les
meilleurs rejets sont prélevés a la base du tronc ou voisinage du sol, leurs poids sera de 15
a 20 Kg (Munier, 1973).
Cette technique de multiplication est donc considérée comme la plus stable et la plus
efficace par les phoeniciculteurs (Yatta et al., 2014 ; Naik et Al khayri., 2020; Yatta et
al., 2020).

_12)
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8.3. La multiplication in-vitro

Depuis que les techniques conventionnelles de micropropagation sont limitées en termes
de fournir un nombre insuffisant de plantes de palmier dattier, la biotechnologie a prodigué
une alternative prometteuse pour répondre a la demande croissante de vitro- plants pour le
palmier dattier depuis ces dernieres décennies (Yatta et al., 2014 ; Naik et Al khayri.,
2020).

Le succes des biotechnologies reste lié a la maitrise complete des méthodes de
régénération du dattier et a la définition de protocoles fiables, simples et de reproductibilité

élevée.

8.3.1. L’embryogenése somatique

C’est un processus biologique issu de la reproduction asexuée. Cette technique est
considérée comme la méthode de régénération la plus efficace pour la micropropagation du
palmier dattier (Al khayri, 2011 ; Abed et al., 2014). Elle permet 1’obtention de structure
semblable a des embryons zygotiques a partir des cellules somatiques (a 2n chromosomes),
connus sous I’appellation d’embryons somatiques (Margara, 1989 ; John et Smith,
2004). Les explants, provenant de la base de jeunes feuilles de cceurs de rejets ainsi que les
inflorescences, sont cependant les plus utilisés (EI Hadrami et al., 1997).

Il existe deux voies d’embryogenése somatique :

- L’embryogenése somatique directe : s’effectuant a partir de tres jeunes cellules
embryogenése individualisées au sein de I’explant primaire sans le passage par le stade cal.
- L’embryogenése somatique indirecte : des nombreuses divisions cellulaires prennent
rapidement départ a partir des tissus cultivés grace a 1’apport d’une forte dose d’auxine,

ceci menant a I’obtention d’un amas de cellules indifférencié appelé le cal.

8.3.2. L’organogénése
Elle s’adresse aux potentialités meristématiques préexistantes chez les explants mis en
culture et qui permettent la néoformation directe des bourgeons, la régénération des
plantules par cette technique comprend différentes étapes allant de 1’initiation de bourgeon
a ’obtention de plantules enracinées. Les plantules sont développées directement sans
phase intermédiaire de cal, ce qui réduit au minimum la variation somaclonale.
L’organogenese permet de générer des plantes génétiquement conformes a la plante mere

(Aitchitt, 1989) et permet aussi la production de plantes indemnes de virus. De plus,

i”)
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I’organogenese a été utilisée avec succes pour la modification génétique de nombreuses

plantes (Chandra et al., 2003).

8.3.3. Fusion des Protoplastes

a) Obtention des hybrides somatique de palmier dattier

L hybridation somatique permet de surmonter les barrieres d’incompatibilité sexuelle, qui
constituent une limite majeure dans 1’amélioration des plantes et le croisement des variétés
cultivées avec des espéces sauvages pour introduire de nouveaux caracteres, tels que la
résistance aux maladies et ravageurs ou tout simplement pour augmenter la variabilité

génétique.

Le succes de I'hybridation somatique passe par la maitrise de plusieurs facteurs (Yatta et
al., 2013), tel que: I’isolement des Protoplastes en grande quantité et régénération de
plantes, les techniques de fusion des protoplasmes, la sélection de structures hybrides, la
régénération a partir de cals hybrides et la confirmation de la nature hybride des structures
régénérées. Cependant, la fusion des protoplastes nécessite la connaissance des géenes

d’intéréts, particulierement ceux liés aux mécanismes de résistances aux maladies.

b) Isolement de protoplaste
» Plasmolyse

Pour un isolement réussi il a été jugé essentiel d’induire la contraction du protoplaste a une
distance considérable de la paroi cellulaire qui est fermement accolé lorsque la cellule est
turgescente. Ainsi la rupture de la paroi est réalisable par un procédé mécanique référant a
la plasmolyse et par un procédé enzymatique par lequel une solution enzymatique mixte
combinant plusieurs enzymes sera utilisée pour la digestion de la paroi.

» Dégradation de la paroi

Dans la cellule végétale, le plasmalemme est doublé par une paroi cellulaire constituée de
fibres de cellulose et de pectine. La dégradation de la paroi est obtenue grace a la digestion
enzymatique. Pour obtenir des activités cellulosiques et pectinasique, 1’utilisation des
champignons tels que Trichodermaviride et Aspergillus niger est nécessaire (Chabane et
al., 2007).

Divers facteurs influencent 1’isolement des protoplastes notamment les facteurs génétiques

des plantes, la composition et la concentration des solutions enzymatiques (Zhu et al.,

E)
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2005; Assani et al., 2011) et les conditions d’isolements (Sinha et al., 2003 ; Aoyagi,
2006; Yatta et al., 2013; Yatta et al., 2020).

¢) Culture des protoplastes
Les protoplastes isolés sont tres fragiles, vulnérables et particulierement confrontés a des
dommages soit physiques ou chimiques. S’ils sont maintenus dans un milieu liquide, il ne
doit pas étre agité et le fort potentiel osmotique du milieu dans lequel ’isolement a été
effectué doit étre temporairement entretenu. La croissance des protoplastes dépend d'une
aération adéquate. Des densités de placage assez fortes peuvent étre nécessaires, pour
quelles produits chimiques endogénes soient susceptibles d’imprégner ces cellules non
protégees. Pour la culture et la conservation de protoplaste, les milieux de cultures
cellulaires végeétales qui sont généralement utilisés comme support de base sont le milieu
Murashing et Skoog (Yatta et al., 2015) le milieu B (Yatta et al., 2013) et le milieu KM

(Badr-Elden et al., 2017) et sont commercialement disponibles.

d) Fusion des protoplastes proprement dit

Afin d’obtenir un hybride somatique, les cellules végétales doivent d’abord étre
débarrassées de leur paroi pectocellulosique pour étre induites a fusionner. De plus,
I’avantage des cellules végétales est leur totipotence, qui leur procure ainsi la potentialité
de régénérer une plante entiere a partir d’une cellule isolée.

Le protoplaste se repousse mutuellement en vue des charges electrostatiques négatives
présentes a la surface de la membrane plasmique qui sont causées en majeure partie aux
groupes phosphates, et pour une part plus faible, a des protéines. Afin d’induire une fusion
cellulaire. Deux stratégies efficaces de fusion sont couramment utilisées, les méthodes
chimiques et électriques (Chabane et al., 2007; Badr-Elden et al., 2017).

9. Acclimatation
Les plantes issues de la culture in vitro nécessitent une période de sevrage ou acclimatation
avant leur transfert au champ. L’acclimatation est le dernier stade de la culture des tissus,

cependant c’est une étape nécessaire et cruciale pour toute la chaine de production des

vitro plants (Mizab et al., 2018).

Les conditions de sevrage des vitroplants peuvent se résumer en 2 facteurs essentiels

évoqués ci-dessous :

f)
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e Condition Preé conditionnement au repiquage
La sortie des récipients de culture contenant les vitroplants dans la serre est préconisee
quelque jours avant le repiquage afin de pré-adapter les plantes aux conditions physiques
qui y prévalant. Il est aussi necessaire de maintenir un degré hydrométrique relativement
élevé, proche de la saturation pour prévenir tout risque de dessiccation des feuilles (Yatta,
2017).

e Substrats d’acclimatation
La plupart des especes ligneuses se developpent bien sur un substrat qui assure un bon
drainage et qui a une bonne porosité. Il doit aussi étre bien aéré et avoir un pH pas trop
¢levé. 11 est aussi possible d’employer des substrats artificiels du type polyuréthane, laine
de roche, etc. L’arrosage des vitroplants avec une solution qui contient les sels organiques
du milieu de culture original est préconisé mais certaines especes peuvent préférer des

solutions nutritives spécifiques (Bouguedoura et al., 2016).

10. Les marqueurs moléculaires et leurs applications sur le palmier
dattier

Les marqueurs morphologiques sont indispensables pour identifier et classifier les cultivars
du palmier dattier, mais ils ne suffisent pas pour une identification ou une classification
bien définitive. Actuellement les marqueurs RAPD (Radom amplified polymorphic DNA),
RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) ou polymorphisme de longueur des
fragments de restriction et ISSR (Inter —simple Sequence Repeat) sont les plus utilisés pour
identifier et analyser la diversité génétique du palmier dattier (Al-Khalifa et Askari 2003;
Zehdi et al., 2005 ; Yatta et al., 2014).

Les marqueurs moléculaires peuvent caractériser des génes spécifiques a une plante
donnée et des génes liés a certaines maladies. Contrairement aux marqueurs traditionnels
(morphologiques et biochimiques), les marqueurs moléculaires ne sont pas influencés par
les facteurs de I’environnement et sont indépendants de 1’organe analysé et du stade de
développement de la plante.

Les marqueurs genetiques peuvent avoir de nombreuses applications dans les différentes
phases des programmes de sélection de palmier dattier :

f)
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10.1. L’identification du sexe

-Les marqueurs moléculaires RAPD sont utilisés pour la contribution a 1’étude de
I’identification des pieds males et femelles chez le palmier dattier (Zaher et al., 2006).
10.2. La stabilité génétique

-La technique de RAPD a été employée pour comparer le tissu cultivé in vitro de palmier
avec |’origine la plante mere.

-Des amorces aléatoires ont été utilisé avec succes pour amplifier I’ADN et ont donné
polymorphisme pour chaque cultivar et peut étre appliqué avec succes pour déterminer la
stabilité génétique (Al-Qurainy et al., 2002 ; Eshraghi et al., 2005 ; Bader et al., 2007).

10.3. L’identification de cultivars de palmier dattier

-la technique RADP a été utilisé pour I’identification des cultivars (Bennaceur et al.,
1991).

- sélection des amorces polymorphes pour faire la différence entre les cultivars (Ben
Abdallah et al., 2000; Rawashdeh et al., 2006; EL-Rayes, 2009).

10.4. L’utilisation des marqueurs moléculaires (RAPD, RFLP et ISSR)

pour lutter contre le Bayoud

La sélection des variétés de qualité et résistantes a la maladie par les seules méthodes
conventionnelles de la genétique est tres lente. Avec les nouvelles techniques, le
sélectionneur peut inférer la présence d’un géne par la recherche du marqueur qui lui est
étroitement lié et pourra ainsi selectionner les individus résistants avant méme que le
caractére considéré ne soit exprimé et en absence du pathogene. Ces marqueurs nous
donnent actuellement la possibilité de juger scientifiquement la qualite des plantes et
surtout de les identifier (Baaziz, 2003).
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L’expérimentation a été réalisée au niveau de la division Biotechnologies et Amélioration
des plantes de I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRAA) de Barrak’

Algérie. Elle a duré 2 mois a cause du confinement.

I. Partie expérimentale
I.1. Matériel
I.1.1.Matériel biologique
1.1.1.1. Les hybrides somatiques

Notre travail a été effectué sur des hybrides somatiques issus de fusion de protoplastes au
stade germination des embryons et leur développement en plants, de trois cultivars de
palmier dattier Deglet Nour (DN), Takerboucht (TKB), Tegaza(TGZ), qui ont été choisis
par rapport a leur comportement vis-a-vis de la maladie du bayoud.

% Les cultivars «DegletNour» et «Tegaza» : sensible au Bayoud et d’une bonne qualité
de dattes.

% Le cultivar «Takerboucht» : résistant au Bayoud et d’une qualité dattiére moyenne.

La technique de fusion de protoplaste été réalisée au niveau de laboratoire d’INRAA en

2015.

1.1.1.2. Acclimatation des plantules

= Les vitro-plants sont obtenus par la culture in vitro, dans des conditions aseptiques.

= Substrat pour I’acclimatation constitué d’un mélange de sable, et tourbe a volume égal
(1/2).

I.1.1.3. Caractérisation moléculaire de matériel génétique

Nous avons travaillé sur des trés jeunes feuilles issues de vitro plants de Tagaza,
Takerboucht et Deglet Nour obtenus par culture in vitro a 'PINRAA (Fig 4).

ﬁ)
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Fig 4 : La collecte des jeunes feuilles pour I’extraction de I’ADN.

1.1.1.4. Caryologie

Nous avons utilisé des graines des cultivars, Deglet Nour, Takerboucht et Tagaza, a raison
de 72 graines par cultivar, elles proviennent de la collection de 'INRAA, récoltées au
niveau de trois stations de ’'INRAA a savoir : la station Sidi-Okba a Biskra, pour la variété
DN (2020), la station Adrar, pour la variété TKB (2015-2016) et la station Sidi-Mahdi a
Tougourt, pour la variété TGZ (2015-2016) (Fig 5).

Fig 5 : Présentation de matériel biologique.

1.1.2. Matériel non biologique
Le matériel non biologique représenté par les produits chimiques sont détaillés en (Annexe

let6b):
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- Les milieux de cultures utilisés au cours de ce travail sont GMN200 et GMP, ils ont été
mis au point par I’équipe du laboratoire de physiologie végétale de I'INRAA. Ils sont de
base Murashige et Skoog (MS) (1962) avec quelques modifications au niveau de

composition de milieu culture GMP (Annexe 2).

- Pour I’extraction de I’ADN, les solutions utilisées sont détaillées en (Annexe 3).

Fig 6 : Les solutions utilisées lors de I’extraction de I’ ADN.

1.2. Méthodes
1.2.1. Induction de I’embryogenése somatique des hybrides somatiques

1.2.1.1. Technique de stérilisation du matériel végétal

Pour réussir la culture in vitro, les conditions d’asepsie totale doivent étre réunies a savoir :

» Nettoyer la hotte avec de 1’alcool a 70°

> Allumer la hotte, au moins une demi-heure avant chaque manipulation.

» Les instruments de travail (scalpels et pinces) qui sont ainsi stérilisés par 1’étuve, sont
placés dans un stérilisateur a bille. (il faut toujours tripler les instruments de travail, pour
permettre le refroidissement des uns tandis que les autres sont en usage ou en sterilisation
dans le stérilisateur a billes).

> Tous les instruments de travail doivent étre a la portée du manipulateur de fagon a
avoir le moins de geste a faire au cours de la manipulation (de grands mouvements
entrainent des déplacements d'air donc des risques de contamination).

» Les mains doivent étre lavées au savon et désinfectées a I’alcool 70°.

> Les instruments stérilisés doivent étre disposés de facon a les avoir dans l'aire stérile.
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La verrerie (Les bocaux, tubes a essai, erlenmeyers, éprouvettes) sont nettoyés a 1’aide
d’un détergent commercial (Isis) et rincés avec de 1’eau ensuite a 1’eau distillée. Ils sont

ensuite stérilisés a I’autoclave a 120° C pendant 20 minutes.

Les instruments utilisés dans le repiquage comme les scalpels, les bistouris, spatules, les
pinces longues et courtes sont stérilisés dans des boites de stérilisation a 1’étuve a 180° C
pendant 24 heures puis dans le stérilisateur a billes pendant leur utilisation. Le papier sur
lequel les cultures sont repiquées et le papier millimetre sont enveloppés dans du papier

aluminium et stérilisés a 1’étuve a 180° C pendant 3 heures.

1.2.1.2. Préparation des milieux de culture (GMN200/ GMP)
Les milieux de culture contiennent les éléments indispensables au développement des
tissus végetaux tels que les éléments minéraux, les substances organique, les régulateurs

de croissances et charbon actif (Annexe 2) (Fig 7).

C) Les solutions utilisées D) Stérilisation du milieu

Fig 7 : Préparation des milieux de cultures.
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A) Les éléments minéraux

-Macroélément MS contiennent I’azote (N), et phosphore (P) entrent dans la
composition des protéines et des acides nucléique. Le potassium (K), le magnésium (Mg),
et le calcium (Ca) interviennent dans le maintien de 1’équilibre entre anions et cation. L’ion
K+ régle la pression osmotique et I’équilibre acido-basique de la plante. Le Mg?*entre dans
la composition de la chlorophylle. Le Ca?" est un antagoniste des ions K* et Fe?* (Annexe
1).
- Microéléments MS contiennent sulfate (S), Manganése (Mn) fournis sous forme
sulfatée, zinc (Zn), iode (I), molybdéne (Mo), sodium (Na), cuivre (Cu), cobalt (Co),
jouent un réle important dans les mécanismes enzymatiques (annexe 2).

- Fer MS : Sulfate de fer, acide éthyléne diamine tetracetique et acide selde sodium.

B)Les éléments organiques

Source carbone : Le saccharose est ajouté a tous les milieux a des concentrations allant
de 45 a 60 g/l. Ces sucres utilisés a des concentrations élevées, ont une forte action sur
I’embryogenese somatique de méme que sur la rhizogenese.

Acides aminés et autres additifs : La glutamine et I’adénine sont ajoutés au milieu.
IIs ont un effet sur la prolifération des cals et la germination des embryons somatiques.

Les vitamines : 11 s’agit de la thyamine fournit & 1mg/l et du myoinositol a 100 mg/Il
dont I’effet est trés nette sur la prolifération tissulaire.

Charbon actif : est ajouté a des doses allant de 0.2% & 0.3%. Il a la propriété

d’absorber les composés phénoliques excrétés par 1’explant et diffusés dans le milieu et

provoque le brunissement et une inhibition de la croissance.

C) Les régulateurs de croissance (hormones végétales)

IIs ont une influence tres sensible sur le développement des tissus. La réussite de la culture
in vitro est basée essentiellement sur un bon équilibre entre les auxines et les cytokinines
dans le milieu. Deux auxines (2,4-D et Picloram) et une cytokinine (IPA) ont été utilisées

pour I’induction et la prolifération des cals embryogénése.

D) Agents gelifiants :
IIs permettent la solidification des milieux de cultures. La quantité de I’agent gélifiant tel

que I’agar ou le phytagel, ajouté dans le milieu, joue un role dans I’évolution de culture.

E)
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1.2.2.1.3. Stérilisation des milieux de culture
Les milieux de culture sont distribués dans des bocaux a 80 ml par bocal de 250 ml a I’aide
d’un distributeur automatique. Le pH des milieux est régulé a 5.8 avant d’étre stérilisés a

I’autoclave a 120°C pendant 20 minutes (Fig 8).

B) Distribution du milieu culture

C) Stérilisation du milieu culture D) Milieu culture
Fig 8 : Préparation et stérilisation des milieux de culture.

1.2. Acclimatation des plantules

La phase d’acclimatation est I’un des facteurs limitant de la culture in vitro. Au cours de
cette étape de sevrage en serre, le taux de mortalité des plantes issues de conditions in vitro
peut étre élevé. Les plantes commencent d'abord par flétrir puis se nécrosent, laissant des

signes indicateurs de la pourriture du collet et des Iésions sur la tige.
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11.2.1. Preparation du substrat

Le substrat utilisé pour ’ensemble des plantules est constitué un mélange de sable, et
tourbe a volume égal (1/2).Le sable a été stérilisé a 1’étuve a 200°C pendant 2 h 30 mn, Le
sable refroidi est mélangé avec la tourbe, puis le mélange est traité par des fongicides a
raison de (15g/1kg) et le pH ne doit étre pas trop élevé (5-6) (Fig 9).

Fig 9 : Préparation de substrat.

1.2.2.2. Préparation des vitroplants pour I’acclimatation

» Ringage des vitroplants avec I’eau ticde puis trempage dans une solution antifongique

(Zellomile a 3g/l) pendant 20 min.

» Servage des vitroplants dans des alveoles humidifiés contenant un substrat qu’a été mis
dans des sachets plastiques de 15 cm de diametre sur 25 cm de hauteur.

> La température de la serre a été réglée a 26+ 2° C (une photopériode de 12h d’obscurité et
12h de lumiere).

» L’humidité relative été contr6lé au voisinage de 70% grace au systéme d’humidification.
Afin de favoriser I’humidité, les alvéoles ont été mis en place sous des tunnels en
plastiques.

» Apres chaque 2 a 3 jours les vitroplants ont été pulvérisées a ’aide d’une solution

antifongique (Zellomile) afin d’éviter, la pourriture des feuilles et du collet (Fig 10).
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Fig 10 : Plantation des vitroplants.

1.2.2.3. Observation et critéres d’évaluation
Pour évaluer I’effet des différents milieux de cultures sur le comportement et 1’¢longation
des plantules ainsi que leur vigueur avant leur transfert en serre pour 1’acclimatation, des

observations ont été faites pour chaque milieu et lors de chaque repiquage.

sy
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a) Nombre et longueur des feuilles néoformées
Ce critere d’évaluation représente une estimation de la capacité des plantules, mises en
culture sur les milieux, a s’allonger et a néoformer d’autres feuilles. Le nombre des feuilles
néoformées et leurs longueurs ont été notés au moment de chaque observation.

b) Nombre et longueur des racines néoformées
Ce critére d’évaluation estime la capacité des plantules, mises en culture sur les milieux, a
néoformer d’autres racines. Le nombre des racines néoformées et leurs longueurs ont été

notés au moment de chaque observation.

1.2.2.4.Analyse statistique

Les observations et les mesures des plants dans le substrat ont porté sur les paramétres
suivants :

- Le comptage du nombre de plants ayant repris chaque semaine d’acclimatation ;

- Les données quantitatives ont été soumises a une analyse de variance au seuil de 5%.

- Les liens entre les parametres ont été également mis en évidence a 1’aide du logiciel Gen
Stat.

- La représentation graphique des résultats a été réalisée a 1’aide du logiciel Excel.

- Le nombre de vitroplants vivants a la fin du sevrage a permis de calculer le taux de

reprise au sevrage selon la formule suivante :

Nombre de plants vivants

%oplants sevrés = x100

Nombre total de plants transférés ou sevrage

1.2.3. Caractérisation moléculaire de matériel génétique
1.2.3.1.Extraction de PADN
1.2.3.1.1.Méthode au sorbbitol

Pour une expérimentation réussite les mesures aseptiques doivent é&tre prises en
considération et respectées, donc nous avons en premier lieu stérilisé toute la verrerie
utilisée lors des séances de manipulation pour ensuite préparer les diverses solutions qui
seront utiliser lors du processus d’extraction.

Le protocole d’extraction du palmier a huile est employé pour I’extration de ’ADN du

palmier dattier (Annexe 4) (Yatta, 2006 et 2007) :
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= Nettoyage et broyage des feuilles

L’extraction commence par la cueillette des jeunes feuilles issus de vitroplants de palmier
dattier de différents cultivars que nous avons ensuite nettoyé a 1’aide d’un papier absorbant
et d’un peu d’eau distillée. Par la suite nous les avons découpé en petits morceaux en les
insérant dans des papiers Kraft que nous avons envoy¢ sécher a I’étuve a 40°C durant 48
heures, nous avons ensuite procéde au broyage mécanique des feuilles déshydratées par la

méthode électrique qui est praticable par 1’utilisation du broyeur (Fig 11).

Fig 11 : A) broyage manuelle au mortier de 1’échantillon frais. B) séchage a ’étuve a

40°C. C) broyage électrique avec un broyeur.

Nous avons par la suite prélevé 200 ml de tampon d’extraction additionné de bisulfite de
sodium a raison de 1 g qu’on a rajouté extemporanément (valable que pour un échantillon
constitué de 2 g de broyat), pour la dilution de la matiere poudreuse obtenue par le broyage
le tout dans un erlenmeyer de 250 ml, une homogénéisation du mélange obtenu a été
pratiquée par une agitation manuelle pendant 10 min puis nous avons filtré a I’aide d’une

toile a bluter (Fig 12).

e
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Fig 12: A : obtention d’un mélange broyat + tampon d’extraction B : homogénéisation

manuelle par retournement C : filtration a I’aide de la toile a bluter.

» Centrifugation et incubation

Nous avons reparti le filtrat dans 4 tubes de 50 ml, a un volume de 40 ml de filtrat par tube
puis nous avons effectué une centrifugation a 4000 rpm pendant 30 minutes de temps. En
pipetant le surnageant a 1’aide d’une micropipette, nous avons récupéré les culots en les
reprenant dans 30 ml de tampon de lyse dans un seul méme tube. Une incubation au bain
marie a été réalisée pendant 4 heures a 65°C en agitant de temps a autre. Aprés 5 minutes
de refroidissement sur la paillasse nous avons complété le tube a 50 ml avec un volume de

chloroforme isoamylique (24/1 : v/v) (Fig 13).
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Fig 13: A: Reépartition du filtrat dans les tubes. B : Centrifugation. C : deux phases

distinctes apres centrifugation surnageant + culot.

= Préparation du mélange chloroforme isoamylique

Ces deux composés étant dangereux nous avons réalisé la préparation sous la hotte en
portant un masque et des gants. Nous avons prélevé 144 ml de chloroforme qu’on a ajouté
a 6 ml d’alcool isoamylique. Ensuite nous avons procédé a 1’ajout du chloroforme
isoamylique et portés les tubes a une centrifugation de 10 minutes a 4000 rpm. En
récupérant la phase supérieure dans un autre tube, cette étape est a refaire pour une seconde
fois (Fig 14).
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Fig 14: A: Le résultat de la centrifugation pratiquée aprés 1’ajout du chloroforme

isoamylique. B : Résultat de la deuxiéme centrifugation.

Nous avons recueillis la phase aqueuse dans un autre tube de 50 ml contenant 200 pl de

RNAse puis I’ensemble a été incubé pendant 1 heure a 37°C a Iétuve. (Fig 15)

»Préparation de la solution de RNAse

12.5 mg de RNAse sont pesés et introduit dans un tube de 15 ml et complété avec un
volume de 1.25I d’acétate de sodium a 0.01M de pH 5.2. Le mélange est bouillit pendant
15 min sur une plaque chauffante, apres refroidissement pendant 5 min sur la paillasse,
31.25 wl de la solution de tris HCl 1M de pH 8 est ajoutée au mélange. La solution de
RNAse est distribuée dans des tubes de 1.5 ml et conservée au congélateur.

Fig 15 : Incubation a 1’étuve pendant 1 heure a 37°C.
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= Précipitation de PADN

L’ADN est précipité avec un volume d’isopropanol qui est utilis¢ pour compléter le tube
jusqu’a 50 ml cependant une agitation manuelle et requise durant cette phase de
I’extraction.

La saisie de la pelote d’ADN est ensuite réalisable a 1’aide de la pipette de pasteur, elle
sera introduite dans des tubes de 1.5 ml puis rincée a I’éthanol 70 %, on laisse sécher
durant toute une nuit sur du papier absorbant. Pour la continuation nous avons suspendu
les culots d’ADN contenus dans les tubes de 1.5 ml dans un volume de 100 pl de tampon

TE (tris HCI 10M, EDTA 1mM, pH=8) (Fig 16).

Fig 16 : Représentation de I’ ADN.

1.2.3.1.2. L’extraction par la méthode Maxi KTT Qiagen

La méthode de DN easy Plant maxi KTT Qiagen est une méthode facile et un moyen
rapide pour extraire et purifier I’ADN, elle est aussi efficace et avantageuse par le fait
qu’elle permette de travailler sur des petites doses de matériel végétal allant de 100 mg a 1
g. La purification ne nécessite pas une extraction par le chloroforme, ou encore la
précipitation par 1’alcool et ainsi elle requiert une manipulation minimale. L’ ADN purifié
est élué dans un tampon da faible teneur en sel ou avec de 1’eau, la membrane de DNeasy

assure 1’élimination compléte de tous les inhibiteurs de la PCR.

1.2.3.2. Dosage de ’ADN
1.2.3.2.1. Dosage par le NanoDrop 2000c

Nous avons également utilisé le nanodrop 2000¢ pour la quantification de I’ADN, et ceci

en suivant les différentes étapes d’un protocole qui sera cité ci-dessous par la suite, il
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permet grace a sa nouvelle technologie de pointe la quantification de trés petites quantités

d’échantillons d’ADN de 1’ordre du microlitre.

v

Pour commencer nous avons procédé au nettoyage de surfaces supérieures et
inférieures du systéme de rétention du nanodrop 2000c par pipetage de 2-3 ul d’eau
déminéralisée en assoyant les surfaces optiques avec un chiffon sec non pelucheux.

Par la suite nous avons ouvert le logiciel Nanodrop et sélectionnés I’application des
acides nucléiques, en utilisant une pipette calibrée nous avons déposé 1 pl de
tampon TE pour faire le blanc sur la surface inferieur optique du systeme de
rétention du nanodrop et ceci en effet en cliquant sur « blank» dans I’application
acide nucléiques.

Une fois I’essai a blanc terminée, nous avons nettoy€ les surfaces optiques a 1’aide
d’un chiffon propre sec.

Nous avons poursuivi en choisissant la constante appropriée de 1’échantillon qui
doit étre mesuré, puis nous avons repartis 1ul d’échantillons d’ADN sur la partie
inferieur du piédestal optique en refermant le bras du levier.

Pour clbturer cette procédure nous avons sélectionné le volet « mesure» dans le
logiciel d’application. Le logiciel calcule automatiquement le taux de concentration
d’acide nucléiques et de pureté ainsi que 1’émission de 1’image spectrale de notre

échantillon d’ADN.

1.2.3.2.2. Controle sur le gel d’agarose

Il est réalis¢é sur un mini gel d’agarose 1% dans du tampon de TAE 0.5 X sous une

migration a 60 volt, la solution d’ADN a doser est exposée a une série de dilutions
notamment a 1/20, 1/40, 1/80 et 1/100 (Fig 17) (Annexe 5). Tout démarre a partir de la

dilution a 1/20 qui est préparée a partir d’un volume de 2 pl de la solution d’ADN qui sera

mélangé avec 38 pul d’eau stérile. Le volume de dépdt est de 13 pl (10 pul d’ADN dilué + 3

pl de bleu de migration), apres la migration, le gel est coloré au bromure d’ethiduim,

permettant ainsi la visualisation des bandes d’ ADN sous les radiations UV.

E)
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Fig 17 : ensemble de dilutions réalisées.
a) Préparation du gel d’agarose
= Pour préparer la solution de TAE 0.5 X, un volume de 10 ml de TAE 50 X est prélevé
puis ajuster jusqu’a 1 litre avec de ’eau distillée stérile. Ensuite nous avons prélevé 70
ml de la solution de TAE 0.5 X pour y rajouter une masse de 0.7 g d’agarose, la
mixture est par la suite chauffée a la micro-onde pendant 10 minutes pour obtenir une
fois I’agarose fondue une solution limpide, ensuite nous avons coulé le gel d’agarose
dans le moule préalablement préparé en placant les peignes vers une extrémité du gel,

en attendant une heure pour le refroidissement et la gelification du gel (fig 18).

Fig 18 : Gel d’agarose en gélification dans le moule.
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Ensuite nous avons placé le support avec le gel dans la cuve d’¢électrophorese, les puits
doivent étre du coté de la cathode (fil noir) car I’ADN est chargé négativement et migre

vers 1’anode (fil rouge) (fig 19) ; la cuve est remplie avec du tampon TAE 0.5 X

Fig 19 : Gel d’agarose dans la cuve d’électrophorése.

= Les dépdts sont constitués d’extraits d’ADN qui sont délicatement chargés dans les
puits du gel en se positionnant en haut du puit et déversant le contenu du cone de la
pipette et ainsi que de marqueur de poids moléculaire a 1 kb DNA ladder et d’un

colorant (bleu de bromophenol) pour suivre la migration sur gel (Fig 20).

Fig 20 : La migration sur gel d’agarose sous un voltage de 60 V.
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= La révélation de ’ADN sur le gel d’agarose est réalisée par le bromure d’ethiduim qui
st un agent intercalent, il est ajouté une fois 1’électrophorése terminée a une concentration
de 0.5 pl/ml, les fragments d’ADN sont rendus visibles par exposition du gel aux rayons
UV a I’obscurité.

=  Ensuite nous avons tenté de mettre en place une expérimentation basée sur 1’utilisation
de I’outil moléculaire permettant I’évaluation de la conformité génétique de plants
régénéres par les protoplastes par comparaison de leurs profils électrophorétiques a ceux

des pieds mere a I’aide des marqueurs RAPD.

1.2.3.3.Méthode RAPD

La réaction de I’amplification est réalisée dans un mélange réactionnel de 25 pl, contenant
5 mg d’ADN génomique, 0,5Mm d’NTP, tampon taq appligéne 1X, taq appligéne 5u,
10Mm d’amorce. Les amplifications d’ADN sont réalisées dans un thermocycleur (Pekin
Elmer) et les produits sont visualisés sur gel d’agarose a 1,8 %. Les 3 amorces arbitraires
testées, oligonucléotides de 10 bases de 5’ a 3°, proviennent de Kits RAPD Primer
(OPERON Technologies), ce sont les Kit A, Kit B et Kit D, chacun codé de 01 a 20.

1.2.4. Caryologie

1.2.4.1. Dénombrement chromosomique

Le dénombrement chromosomique est réalisé sur la base des observations des divisions
mitotiques au niveau des cellules meristématiques de racines, au stade métaphase (Fig 21).
Nous avons adopte le protocole suivant (Tableau 4) :

Tableau 4 : Méthode de dénombrement chromosomique.

Sur paillasse - Trempage dans I’eau pendant 24h pour rebouillir les

téguments et réaliser un tri-densitomeétrique des graines

Sous hotte a flux - Trempage dans une solution d’hypochlorite de calcium

laminaire (CaClO) 8% pendant 10 min

- Trois ringages successifs avec I’eau distillée stérile
(5min/bain)

- Trempage dans I’alcool 70° pendant 5 min

- 3 ringages successifs avec 1’eau distillée stérile (Smin/bain)

- Retirer les graines stériles et les placer dans les boites, puis
transférées dans une étuve réglée a 32 + 1°C (Apreés 20 a 25

jours d’incubation, les graines ont germeé)

E)
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Fig 21 : A) Stérilisation des graines sous la hotte a flux laminaire.
B) les graines stériles dans 1’étuve.

Malheureusement nous n’avons pas terminé cette expérimentation a cause de covid-19.
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Il. Résultats et discussion
I1.1. Induction de I’embryogenése somatique des hybrides somatiques

11.1.1.Multiplication et germination des embryons somatiques

Des cals embryogenes sont transferées sur des milieux de multiplication GMN2go pour la
formation des hybrides somatiques et placés dans des bocaux a une photopériode 16 heures
de lumiere a une température 28°C. Les subcultures sont effectuées par fragmentation des
cals qui grossissent. Apres deux mois et demi de culture, des nodules embryonnaires
apparaissent a la surface des cals. La formation des embryons somatiques est réalisée par

trois stades de développement :

11.1.1.1. Stade de nodulation

La réponse positive du cal nodulaire issue du milieu d’induction de 1’embryogenése
somatique (milieu MS modifié dépourvu de substances de croissance) se manifeste dans un
premier temps par la formation & la surface du cal nodulaire de petits nodules tres friable.

Ces derniers de couleur blanche nacré ont une taille variable entre 3 et 4 mm et se
présentent sous une forme arrondie ou allongées. Les nodules de contour bien délimités

peuvent s’isoler les uns des autres ils peuvent rester groupés (Fig 22).
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Fig 22 : Apparition des nodules.
11.1.1.2. Stade de maturation

Les proembryons qui sont des nodules sphériques compacts sont maintenus dans les
mémes conditions de culture. Ils évoluent ensuite en petites formes allongées et sont
typiques des embryons somatiques de palmier dattier.

Les proembryons peuvent apparaitre separés ou rester en touffes. Les premiers embryons

somatiques apparaissent au bout de 6 mois apres leur transfert (Fig 23).

Fig 23 : Maturation des embryons somatiques.

11.1.1.3. Stade de germination

Les embryons évoluent et germent dans les conditions de culture identiques, qui se

prennent une coloration verdatre, le cotyledon et la radicule apparaissent. Il y a
allongement du cotylédon qui posséde a sa base la fente cotylédonaire d’ou émerge une
premiére feuille cotylédonaire.

Les embryons somatiques ne présentent pas un développement synchrone : la germination
n’affecte pas tous les embryons somatiques en méme temps. Le nombre et la taille des

embryons formés varient selon le type de cals et explants dont ils sont issus (Fig 24).
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Fig 24 : Germination des embryons.

Le pourcentage des embryons germés est illustré dans le tableau 5



1F1(a)
1F1(b)
1F1(c)
1F2(a)
1F2(b)
1F2(c)

1F; : ’hybride somatique issu de fusion de protoplastes entre DN et TKB.
1F; : ’hybride somatique issu de fusion de protoplastes entre TGZ et TKB.

Tableau 5 : Pourcentage des embryons germeés sur le milieu MS modifié.

53
30
15
38
40
25

80
40
60
40
50
30
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50
30
10
20
35
24

62.5
75
16.66
50
70
80

51
25
04
06
30
22

85
83.33
40
50
75
73.33

Le tableau ci-dessus n’illustre que le milieu de germination a permis 1’obtention d’embryons

somatiques chez tous les cultivars étudiés des hybrides somatiques 1F; et 1F,. Le

pourcentage des embryons somatiques germés varie entre 16.66 et 80%.

Le Taux de germination des embryons somatiques dépend des cultivars étudiés. Le plus

grand nombre d’embryon est obtenu avec le 1F1(a) qui a formé 50 embryons. Le nombre le

plus faible est obtenu avec le 1Fi(c) qui a formé 10 embryons. Ceci montre que le nombre

d’embryon mature varié d’un cultivar a un autre.

Discussion

Les nodules blancs nacres sur les cals friables correspondent a la formation des proembryons

qui vont évaluer en embryons somatiques. Les embryons issus des explants floraux peuvent se

présenter isolés ou sous la forme de bouquet d’embryons comme dans le cas de palmier a
huile (Scwendiman et al., 1988; Mazri et Maziani, 2013; Mazri, 2015 ; Al Najm et al.,

2018).

L’induction des nodules embryogenes a lieu sur le milieu GMN2go a une photopériode 16h de

lumiere et a une température 28°C, ce qui concorde avec (Ferrgani, 1998 ; Yatta, 2007 ; Abed

et al., 2014 ; Yatta et al., 2014 ; Al Najm et al., 2018) qui ont rapporté que I’exposition des

cals a la lumiére est indispensable pour réussir I’induction de 1I’embryogénése somatique.

y
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Le développement des proembryons en embryons somatiques se réalise sur le méme milieu
GMN200 . Tous les stades de développement peuvent étre observés dans une méme culture
ce qui semble entrainer une certaine compétition ou un certain nombre dégénére. Ce
phénomene est fréquent chez le palmier dattier (Abed et al., 2014 ;Yatta et al., 2014).
(Zaid, 1989 ; Yatta et al., 2015 ; Bouguedoura et al., 2017) conseillent de séparer les
embryons pendant les repiquages.

La structure des embryons somatiques mature est piriforme, renflés a la base et effilés au
sommet, ces résultats concordent avec ceux de (Lachger Sillou, 1989 ; Ferrgani, 1998 ;
Yatta et al., 2007 ; Abed et al., 2012) sur les fragments de cceur de rejet.

Comme toutes les monocotylédones les embryons somatiques de palmier dattier s’expriment
par un allongement du limbe cotylédonaire puis la fente se déchire et laisse apparaitre la

feuille engainante. La racine se développe plus tard.

Différents stades de développement des embryons somatiques peuvent se retrouver sur un
méme cal. A cette diversité des cultures s’ajoute la formation d’une embryogénése
secondaire ou adventive a partir des cellules de la périphérie des embryons somatiques en
cours de leur évolution (Tissérat et De Mason, 1980 ; Bhaskaran et Roberta, 1995 ;
Chukwuemeka et al., 2005).

11.2.2.Phase d’acclimatation

11.2.2.1. Effet de I’acclimatation sur les plantules

La réussite de I’acclimatation des plantules dépend principalement de la maitrise d’un
certain nombre des facteurs, a savoir les conditions de I’environnement (humidité,
température), le substrat utilisé, le stade de la plantule a acclimater, I’irrigation et la
protection phytosanitaire.

Cette étude met en évidence I’influence positive de la qualité morphologique des plants
racinés obtenus a partir de multiplication et développement en plant avec 'utilisation de
milieu MS modifi¢ sur le succes d’acclimatation.

Les plantes vigoureuses ayant un systéeme racinaire bien développé avec un nombre de
racines supérieur a quatre et une longueur d’au moins 10 ¢cm, sont transférées en pots dans
un substrat constitué de (sable, tourbe et fongicide), sous les conditions (humidité 70%,

température & 26+ 2°C).

ﬂ)
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O

Aprés une semaine de la culture, nos observations montrent que pendant la premiere

semaine d’acclimatation dans la chambre de culture, tous les vitroplants au nombre de (80)

par essai ont survécu (100% de survie) (Annexe 6) (Fig 25).

100
90

9

Taux de réussite

i 96,25
S1 S2

Semaines

2,5
I i 86,25
S3 S4 S5

81,25
75
I I |
S6 S7 S8

M Taux de réussite

Fig 25 : Taux de survie des vitroplants aprés huit semaines d’acclimatation.

Les résultats du début d’acclimatation aprés deux semaines montrent que les plantules sont

bien développées en chambre de culture.

La figure (26) a révélé que durant les 21 jours de 1’acclimatation, 6 sur 80 plantules

acclimatées, n’ont pas survécu, apres 3 semaines avec le pourcentage de 92.5%.

A partir de la quatriéme semaine S4 d’acclimatation, les plantules obtenues présentent une

bonne reprise et un taux de survie de 90%.

Durant les quartes derniéres semaines, nous avons remarqué que le taux a connu une baisse

et sont respectivement 86.25% avec (69) plantules a la cinquieme semaine S5, 81.25%

avec (65) plantules a la sixieme semaine S6, 75% avec (60) plantules & la septieme

semaine et 62.5% avec (50) plantules a la huitiéme semaine, c’est le plus faible taux de

reprise.
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Fig 26 : Nombre des vitroplants acclimatés.
Discussion :

La germination des embryons somatiques, leurs développements en plants ainsi que
I’acclimatation sont des étapes importantes qui demeurent le probléme fondamental dans le
programme d’amélioration du palmier dattier (Ahee et al., 1981; Konan et al., 1989;
Kozai, 1991 ;Kumar et Rao, 2012),ces auteurs ont rencontré une grande difficulté a

maintenir des vitro-plants en acclimatation.

Le taux d’acclimatation est calculé a partir de la premiere semaine marquant la meilleure
survie des plantules jusqu’a la huitieme semaine ou nous avons observé une baisse de cette
survie. Durant notre expérimentation des faibles pourcentages ont été observés, dans les
quatre derniéres semaines. Certain de ces plantules n’ont pas repris leur croissance par
contre d’autre partie des plantules sont subi un dessechement. Ceci est di probablement au

transfert du tube vers le substrat.

Aucune perte de vitroplants n’a été enregistrée pendant les premiers jours d’acclimatation.
Ces observations concordent avec les travaux de (Youmbi et al., 2005 ; Abed et al.,
2014 ;Yatta et al., 2014 et Al -Najm et al., 2018).
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Durant notre expérimentation, nous avons remarqué qu’au cours des premieres quatre
semaines d’acclimatation, un bon développement des plantules. Elles présentent une bonne
adaptation en conditions optimales de nutrition et d’environnement qui ont abouti a un
pourcentage de réussite égale a 96.5%. Ces observations concordent avec les travaux de
(Konan et al., 2015).Le taux de reprise moyen de 68.3 % de plants survies dans nos
conditions d’acclimatation confirme ceux d’autres équipes travaillant sur le servage des
vitroplants de palmier & I’huile (Ginting et Fatmawati,1995 ; Tan et al., 1999 ; Abed et
al., 2014 ; Yatta et al., 2014 ; Al- Najm et al., 2018).

Selon BOXUS, 1995 les vitroplants présentent plus ou moins de profondes modifications
morphologiques, anatomiques et physiologiques. Les feuilles de plantules obtenues « in
vitro » ne sont que peu ou pas recouvertes de couche cireuse sous I’épiderme, la
morphologie et la densité des stomates sont souvent modifiées, leur fonctionnement est
altéré, les cellules palissadiques sont moins abondantes et contiennent moins de
chloroplastes. Dans notre étude, les pertes des vitroplants au cours d’acclimatation sont
peut- étre liées a ces modifications. Ce résultat est en accord avec ceux de (Dustan et
Turner, 1984 ; Preece et Sutter, 1991 ; Ziv, 1991 ; Desjardins, 1995 ; Ghorbel et al.,
1998 et Lescot, 2012).

11.2. Approche génétique
11.2.1. Caractérisation moléculaire de matériel génétique
11.2.1.1. Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN prit départ par le broyage ¢€lectrique de jeunes feuilles issues des
vitroplants des différents cultivars (Deglet Nour, Takerboucht, et Tegaza) afin d’obtenir
une substance poudreuse, en utilisant deux différentes méthodes, la premiére étant 1’emploi
du protocole d’extraction d’ADN au sorbitol et la deuxieme étant 1’utilisation de la
méthode du DNeasy maxi kit Qiagen.

Nous avons par la suite observé qu’apres 1’étape de I’ajout du tampon de lyse et de
I’incubation a 65 °C pendant 4 heures la couleur du mélange ainsi obtenu a viré du vert
clair au vert foncé. La centrifugation apres ajout du chloroforme isoamylique a permis la
formation de phases bien distinctes au nombre de trois, la deuxiéme extraction a généeré
qguant a elle deux phases. Aprés 1’ajout de la solution de RNAse pour la dégradation de
I’ARN et incubation pendant toute une heure a 37°C, nous avons précipité I’ADN en
ajoutant de 1’isopropanol, des lors nous avons observé 1’apparition de la pelote qui est

méticuleusement récupérée puis rincée par ajout de 1’éthanol et séche (Fig 27).
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Fig 27 : Différentes phases pour I’obtention de la pelote d’ADN.

Cependant la méthode de DNeasy Plant maxi kit Qiagen permet de réaliser une extraction
rapide de ’ADN génomique avec une meilleure pureté et avec un rendement plus

important. Le DNeasy Plant Maxi Kit peut traiter jusqu’a 1 g de tissu. (fig 28).

Fig 28 : Culots d’ADN.
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11.2.1.2. Dosage de ’ADN
11.2.1.2.1. Controle de la qualité d’ADN sur gel d’agarose

Nous avons évalué la qualité des extraits d’ADN obtenus apres 1’extraction en pratiquant
une migration sur gel d’agarose qui nous a donné des concentrations différentes en ADN

allant de 10 a 60 ng.pul™ pour les deux types d’extraction (Fig 29).

Fig 29 : Evaluation de la qualité des extraits d’ADN obtenus par la méthode

au sorbitol par la migration sur gel.

Fig 30 : Evaluation de la qualité des extraits d’ADN obtenus par la méthode du DN easy

maxi kit Qiagen par la migration sur gel d’agarose.

La qualité de I’ADN extrait a partir des feuilles des vitroplants issus de trois cultivars
(Deglet Nour, Takerboucht, et Tegaza) est meilleure. Ceci s’expliquant en partie par
I’'usage des feuilles liophyliseés juste apres la cueillette. Nous avons toutefois remarqué

que les deux méthodes utilisées pour 1’extraction de I’ADN a partir des jeunes feuilles du
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palmier dattier ont donné des extraits d’ADN d’une trés bonne qualité¢ avec 1’observation
d’une meilleure pureté pour la méthode du DNeasy maxi kit Qiagen. Ceci est montré par la

quasi- absence de trainées lors de la migration sur gel d’agarose.

La migration sur gel d’agarose permet 1’évaluation de la qualité et la quantification des
extraits d’ADN et nécessite une délicatesse au moment de sa réalisation. Nous avons en
effet obtenu des résultats satisfaisants pour les extraits d’ADN obtenus a partir des deux

méthodes d’extraction avec cette technique.

11.2.1.2.2 Dosage par le Nanodrop

La figure 31 représente le Spectre obtenu par nanodrop de 1’échantillon d’ADN
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Fig 31: Spectre obtenu par nanodrop de 1I’échantillon d’ ADN.

Ce spectre est le profil typique des acides nucléiqgue (ADN), sans la présence de
contaminant nous avons observé une absorbance a 4 longueurs d’onde, a 230 nm, a 260
nm, a 280 nm et a 340 nm(Tableau 6). Les changements des pics et des creux de certains
¢chantillons par rapport a un profil typique du spectre d’un échantillon résultent de la

présence de contaminants ou d’une mauvaise purification de I’ADN.
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Tableau 6 : Résultats obtenus par le dosage au Nanodrop.

Echantillon | User Date Temps | pg/ul A260 | A208 260/ | 260/ Contant Cursor | Cursor | Cursor
ID 280 230 Pos abs raw
TGZ1 Default | 09/03/2020 | 12:00 | 370.85 | 7.417 4.077 182 | 2.36 50 230 3.145 0.04
TGZ2 Default | 09/03/2020 | 12:04 | 880.02 | 17.6 9.564 1.84 | 2.28 50 230 7.736 0.075
TGZ3 Default | 09/03/2020 | 12:07 | 292.08 | 5.842 6.344 0.92 | 0.46 50 230 12.678 | 32.786
TGZ4 Default | 09/03/2020 | 12:10 260.2 5.204 2.867 1.81 2.29 50 230 2.27 0.106
TGZ5 Default | 09/03/2020 | 12:14 776.74 | 15535 | 8.564 1.81 2.27 50 230 6.842 0.094
TKB1 Default | 09/03/2020 | 12:16 360.5 7.035 3.778 1.81 2.35 50 230 2.99 0.04
TKB2 Default | 09/03/2020 | 12:19 293.04 | 45.44 6.443 0.93 0.45 50 230 10.648 | 30.786
TKB3 Default | 09/03/2020 | 12:21 870.03 | 17.9 9.634 1.83 2.29 50 230 7.772 0.082
TKB4 Default | 09/03/2020 | 12:23 | 880.02 | 17.6 9.564 184 | 2.28 50 230 7.736 0.075
TKB Default | 09/03/2020 | 12:25 260.02 | 5.204 2.867 1.81 2.29 50 230 2.27 0.106
DN1 Default | 09/03/2020 | 12:27 | 775.54 | 16.063 | 8.554 1.83 | 2.229 50 230 6.998 0.092
Dn2 Default | 09/03/2020 | 12:30 | 292.08 | 5.842 6.344 0.92 | 0.46 50 230 12.678 | 32.786
DN3 Default | 09/03/2020 | 12:33 | 870.03 | 17.9 9.634 1.83 | 2.29 50 230 7.772 0.082
DN4 Default | 09/03/2020 | 12:35 | 776.74 | 15535 | 8.564 1.81 | 2.27 50 230 6.842 0.094
DN5 Default | 09/03/2020 | 12:38 293.04 | 45.44 6.443 0.93 0.45 50 230 10.648 | 30.786

Le dosage de I’ADN par nanodrop a été effectué sur les extraits d’ADN de 15 échantillons
au total, et qui sont issus des vitroplants des trois cultivars (Deglet Nour, Takerboucht, et
Tegaza), chaque cultivar étant représenté par 5 souches. Sur ce tableau les concentrations,
sont représentés en pg/ul les ratios en 260/280 ; et en 260/230 ainsi que les absorbances en
260 et en 280. Les concentrations sont variables et s’étalent sur un intervalle de 260.02 a
880.02 par contre les ratios de 260/280 ont pour la plupart une valeur approximative de 1.8
plus précisément allant de 1.81 a 1.84, le ratio de 280/230 présente une valeur allant de
2.27 a 2.36, pour la plupart des échantillons dosés, en deduction tous les ADN sont de
bonnes qualités car les valeurs des ratios obtenus sont dans les normes demandées (la

quantification et la pureté d’ADN).
Discussion

Les cellules végétales présentent une paroi cellulaire rigide qui nécessite des forces de
cisaillement afin de les désintégrer et de libérer I'ADN dans la solution
d'extraction (Arabnezhad et al., 2012 ; Hamza et al., 2013), la rupture de la paroi

cellulaire est la premiére étape dans le procédé d'extraction de la molécule d'’ADN.

L’utilisation de tissus lyophilisé ou séché contourne le probléme de la décongélation et
rend le broyage plus convenable, toutefois si des quantités importantes de matiére seéche

sont a traiter, un moulin a café pourrait &tre un équipement approprie. Afin d'obtenir des
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rendements d'’ADN éleveés intact, il est important d'utiliser les plus jeunes feuilles de

plantes saines.

Le tampon d’extraction permet de solubiliser les différents composés cellulaires, Il contient
notamment un polyol qui est le sorbitol aux propriétés séquestrantes qui préecipitent les
polyphénols mais aussi le tris (hydroxyméthyl) aminométhane, HCI qui est un tampon
biologique permettant de maintenir la stabilité du pH, et perméabilise aussi la membrane
cellulaire, cet effet est renforcé par I’ajout de ’EDTA qui est un agent chélateur présentant
une trés grande affinité pour les ions métalliques bivalents (Ca , Mg,...etc.) utilisés comme
Co facteur par les nucléases pour la dégradation de I’ADN, ainsi ’EDTA inhibe leurs
activités en les liant et préserve par cet action I’ADN. Mais aussi le tampon d’extraction
contient un anti-oxydant limitant I’action des polyphénols (Yatta et al., 2007 ;Hamza et
al., 2013; Moussouni et al., 2017).

Le tampon de lyse permet de lyser les parois cellulaires afin de séparer les différentes
composantes cellulaires constituant la cellule végétale. 1l contient le NaCl qui permet de
solubiliser la molécule d’ADN ainsi que les autres composés cellulaires et neutralise les

charges négatives de la molécule d’ADN pour provoquer son agrégation.

La purification de I’ADN est habituellement réalisable en deux étapes, la premiére consiste
a traiter le mélange d’extraits de cellules avec des solvants organiques seuls ou en mélange
comme le chloroforme et l'alcool isoamylique (IAA). La deuxieme étape consistant a
centrifuger le mélange de lyse (juste aprés l'addition de solvant de composés organiques
dans I'extrait cellulaire) dans le but de séparer I'ADN contenu dans la phase aqueuse de la
phase organique contenant des protéines et des lipides dénaturés contaminants
(Arabnezhad et al., 2012 ; Cherif et al., 2013 ; Aberlenc- Bertossi et al., 2014 ; Yatta
etal., 2014).

Le chloroforme dénature les protéines et lI'alcool isoamylique facilite la séparation de la
phase aqueuse et de la phase organique et réduit la formation de mousse pendant la
centrifugation (Hamza et al., 2013). La purification par le chloroforme isoamylique peut
étre effectuée deux fois de suite afin d’obtenir une molécule d’ADN pure exempt de tout
contaminant. Des nombreux chercheurs et auteurs (Kanazawa et Tsutsumi,
1992;Arabnezhad et al., 2012) ont préféré 1’extraction par le Cho/IAA (24 :1) au lieu de
celle du phenol chloroforme pour seule raison que le phénol reduisait la qualité et la
quantité de I’ADN isolé (Arabnezhad et al., 2012).
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La contamination de I'ARN au cours de la procédure d'isolement d’ADN, peut souvent
provoquer une surestimation de la quantité d'’ADN extraite lors de la quantification par la
mesure de l'absorbance UV ou lors d’une électrophorése sur gel d'agarose (Kanazawa et
Tsutsumi, 1992 ; Arabnezhad et al., 2012 ;Hamza et al., 2013). Généralement pour
surmonter la contamination de I'ARN, une enzyme la RNase A est fréquemment utilisée

pour digérer I'ARN en des petits fragments de ribonucléosides.

(Arabnezhad et al., 2012 ; Cherif et al., 2013) a révélé qu'un traitement d’une heure avec
de la RNase A est assez suffisant pour dégrader I'ARN en des petits ribonucléosides qui ne

sont pas détectables dans un gel d’agarose.

Nous avons utilisé I’isopropanol pour la précipitation de I’ADN, il s’est avéré plus efficace
que I'éthanol pour la précipitation de I'ADN de haut poids moléculaire des polysaccharides
ce résultat est en accord avec ceux de (Cherif et al., 2013 ; Yatta et al., 2014). Le culot
d'ADN est habituellement rincé avec de I'éthanol 70% pour éliminer toute trace d'impureté,
c’est pour cette raison que (Hamza et al., 2013) ont déclaré que la précipitation avec de
I'isopropanol, suivie d'un ringage a I'éthanol donne plus d'ADN. Il ressort aussi que
’éthanol permet la déshydration de la molécule d’ADN, apres le séchage de I’ADN nous
avons ressuspendu le culot dans un volume minimum de TE. Ces résultats concordent avec

ceux de(Kanazawa et Tsutsumi, 1992 ; Arabnezhad et al., 2012).

La méthode de DNeasy Plant maxi kit Qiagen permet de realiser une extraction rapide de

1I’ADN génomique avec une meilleure pureté et avec un rendement plus important.

En utilisant les deux méthodes d’extraction nous sommes arrivés a 1’affirmation que
I’application du protocole d’extraction du palmier a huile sur le palmier dattier a
notamment donné des résultats favorables et satisfaisants, I’extraction au sorbitol est une
méthode efficace permettant de travailler avec des quantités plus importantes
d’échantillons, mais toutefois ce protocole comprend plusieurs étapes qui rendent sa
réalisation plus ou moins longue a exécuter plus particuliérement I’inclusion des étapes
d’incubations (4 heures au bain marie et une heure pour la dégradation de I’ARN ) qui sont
notamment des opérations chronophages néanmoins cette méthode présente 1’avantage
d’étre économique tandis que la méthode au maxi Kit Qiagen est une technique
d’extraction plus rapide permettant d’obtenir un ADN d’une pureté inégalée, sans avoir
recours a I’extraction par les solvants organiques ou la précipitation par 1’éthanol et permet

une conservation plus prolongée qui est d’une période de 10 ans, cette méthode est utilisée
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pour D’extraction d’ADN de référence, les rendements sont similaires pour les deux
méthodes qui ont été satisfaisantes dans I’ensemble plus particuliérement la méthode du
DNeasy maxi kit Qiagen qui est d’une plus grande efficacité et rapidité et permet d’obtenir

des ADN plus pur exempt de contaminant tout en facilitant la manipulation.

En biologie moléculaire, il est important de quantifier et d’analyser la pureté¢ de I’ADN
apres son extraction. La méthode de Nanodrop confine la mesure d’une large gamme de
concentration d’acides nucléique (ADN) éliminant ainsi la nécessité d’effectuer des
dilutions. Par la réduction des volumes d’échantillons requis pour 1’analyse
spectroscopique le Nanodrop facilite 1’inclusion d’autres étapes de contréle de qualité et
améliore ainsi 1’efficacité et la fiabilité des résultats attendus (Aberlenc Bertossi et al.,
2014 ; Moussouni et al., 2017).

Un ADN pure a généralement un ratio de rendement 260/280 = 1.8, ce ratio est dépendant
du pH et de la force ionique du tampon utilisé pour effectuer les mesures d'échantillons,
des ratios significativement différents de pureté peuvent révéler une contamination par les
protéines, des phénols ou d’autres contaminants. Le ratio 260/230 est une deuxi¢éme
mesure de pureté de I’ADN avec des valeurs pour un acide nucléique « pure » de I’ordre de
1.8-2.2. Nous avons obtenu pour notre part pour le dosage de I’ADN au Nanodrop, des
ratios de 260/280 s’étalant sur une range de 1.81 a 1.84 et des ratios de 260/230 s’étalant
sur un intervalle de 2.27 a 2.36, ces résultats ont prouvé par ailleurs la qualité remarquable

des échantillons dosés (Aberlenc Bertossi et al., 2014 ).
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Conclusion

La préservation de la perpétuité de la culture du palmier dattier reléve du défi majeur de ce
siecle, de part sa coriacité morphologique cette espece est en constante vulnérabilité a des
multiples dangers plus particuliérement a la maladie du bayoud pouvant causée son érosion
génétique, de ce fait la biotechnologie apporte des compléments aux méthodes
traditionnelles par les méthodes in vitro qui sont ainsi utilisées pour 1’amélioration des

plantes et pour la création de variétés résistantes.

L’induction des nodules embryogeénes a lieu sur le milieu GMN2go a une photopériode 16h
de lumiére et a une température 28°C, le développement des proembryons en embryons
somatiques se réalise sur le méme milieu GMN2qo.

La structure des embryons somatiques mature est piriforme, renflés a la base et effilés au
sommet, et présente une morphologie légerement différente de celle de 1’embryon
zygotique du palmier dattier.

La germination des embryons somatiques est obtenue sur le milieu MS modifié sans
hormones de croissance avec un taux de germination 56.33%. La germination des embryons
somatiques, leurs développements en plants ainsi que l’acclimatation sont des étapes
importantes qui demeurent le probléme fondamental dans le programme d’amélioration du
palmier dattier.

Durant notre expérimentation, nous avons remarqué qu’au cours deS quatre premieres
semaines d’acclimatation, un bon développement des embryons somatiques en plantules
feuillés avec des systémes racinaires bien développés. Elles présentent une bonne
adaptation en conditions optimales de nutrition et d’environnement qui ont abouti a un
pourcentage de réussite égale a 96.5%.

Pour la suite de notre travail nous avons eu recours a 1’outil moléculaire pour effectuer une
série d’analyse qui a notamment pour objectif d’évaluer la diversité génétique des cultivars
de palmier dattier.

La caractérisation moléculaire des vitroplants issus de la régénération des protoplastes par
embryogénése somatique est réalisée d’abord par 1’extraction de I’ADN.

En biologie moléculaire, il est important de quantifier et d’analyser la pureté de I’ADN
apres son extraction, I’ADN extrait est donc quantifié par la technique de la migration sur
gel d’agarose et le Nanodrop, il s’est avéré que les extraits d’ADN issus des deux

méthodes d’extration sont de bonne qualité, nous avons obtenue des concentrations de
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Conclusion

I’ordre de 260.02 a 880.02 ng/ul et des ratios typiques pour 1I’ensemble des échantillons
avoisinant le 1.8 pour la DO 260/230et des valeurs de 2.27 a 2.36 pour la DO260/230.

Enfin, une étude génétique par le biais des marqueurs moléculaires doit compléter ces
observations et fournir une analyse plus compléte qui aidera a entreprendre un programme
d’amélioration du palmier dattier. Ainsi, l'utilisation des marqueurs RAPD pour
I'identification des cultivars a travers le profilage ADN est utile pour mesurer la variation
génétique dans les collections de matériel génétique, en raison de sa simplicité technique et

de sa vitesse de réalisation.
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Tableau 7 : Composants de la solution mere des Macro MS.

Produits Concentration (n) fois Concentration

du milieu concentration de la solution
mere
KNOs 1.99/I X25 45.5g
NHsNO3 1.65¢/1 X25 41.259

CaClz, 2H20 0.44g/1 X25 119

MgSOs4, 7H20 0.37g/l X25 9.25g
KH2PO4 0.17g/l X25 4.25¢g

Tableau 8 : Composants de la solution mere des Micro MS.

Produits Concentration (n) fois Concentration
du milieu concentration de la solution
mere
HsBOs 6.2mg/l X100 620mg
MnSQOs, 7H20 16.9mg/| X100 1690mg
ZnS0q4, TH20 8.6mg/l X100 90mg
CuSOq4, 5H20 0.025mg/I X100 2.5mg
CaClz, 6H20 0.025mg/I X100 2.5mg
NaMoOs, 2H20 0.25mg/l X100 25mg
Kl 0.83mg/l X100 83mg

Tableau 9 : Composants de la solution mere Fer MS.

Produits Concentration (n) fois Concentration

du milieu concentration de la solution
mere
Na,EDTA 0.03735¢/1 X100 3.73g
FeSO4, 7TH20 0.02785g/I X100 2.789
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Annexe 2

Tableau 10 : Milieu de la germination et prolifération GMN et GMP.

Eléments Milieu GMN 200 Milieu GMP

Macro MS 40ml (Macro MS 40ml
modifie)

Micro MS 10ml 10ml
Fer MS 10mi 10ml
Vitamines : Iml/I
MS : thiamine (32)/acide
nicotinique (103)1/pyridoxine
(128)
KH2PO4 100mg 100mg
NaH2PO4 170mg 170mg
Adenine 40mg /
L-glutamine 200mg 200mg
Charbon actif 200mg 200mg
Saccharose 609 60g
Agar/Phytagel 79/29 70/29
Thiamine Iml /
Myoinositol 100mg 100mg
NHiNOs3 200mg /

Ph=5.8
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Annexe 3

« EDTA0.5M pH 8

EDTA: 46.59
NaOH : 5.0g
Qep: 250ml

L’EDTA se met en solution quand le pH atteint 8, Autoclaver et conserver a 4°C.
eTAE 50X

Tris: 60.5¢g

Glacial acetic acid:  14.28 ml

EDTAOS5MPH: 825ml

QSP: 250 ml

e TBE 10X

Tris: 279
Acide Borique :  13.75¢
EDTA0.5MPh8: 10 ml

QSP: 250 ml

e HCI0.25 M

HCI 37%: 10.5 ml
Qsp: 500 ml
e NaOH 0.4 M

NaOH 10 N: 20 ml
Qsp: 500 ml

. Tampon d’extraction Sorbitol
Sorbitol 0.35M, Tris 0.1 m, EDTA 0.005M, bisulfite de Na 0.5%, Ph 8.

Sorbitol: 12759

Tris HCI 1M Ph 8: 200 ml
EDTA 0.5M PH 8: 20 ml
Qsp: 2000 mi

Avant I’emploi, rajouter dans le tampon le bisulfite de Na pour une concentration finale de
0.5% ( c’est a dire qu’on aura 5 g de bisulfite de sodium pour 1 I de tampon d’extraction de

sorbitol).
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e Tampon de lyse MATAB 4%
Tris 0.1M, NaCl 1.25M, EDTA 0.02M, MATAB 4%, PH 8

NaCl : 146 g
TrisHCI IM PH 8 : 200 ml
EDTA 0.5M PH8 : 80 ml
Qsp: 2000 ml

Avant I’emploi, rajouter dans le tampon préchauffé a la micro-onde le Matab pour une

concertation finale de 4% (on aura 4 g dans 100 ml de tampon de lyse).
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Annexe 4

Protocole d’extraction de ’ADN du palmier a huile.

[ Cueillir des jeunes feuilles et les découper en petits morceaux

[J Sécher a I’étuve a une température de 180 °C pendant toute une nuit.

[J Broyer 2 g de feuilles lyophilisées au moulin a café.

1 Ajout de 200 ml de tampon d’extraction au broyat, puis agiter manuellement pendant
10 minutes et filtrer avec la toile a bluter

[J Repartir le filtrat dans quatre tubes de 50ml tout en complétant

[J Centrifuger pendant 10 minutes a 4.000rpm/

[J Récupérer le culot

[J Suspendre les culots dans 30 ml de tampon de lyse.

[ Incuber 4h a 65°C au bain-marie en agitant de temps en temps.

[ Laisser refroidir 5 min sur la paillasse, puis compléter le tube avec un volume de
chloroforme Isoamylique (24/1 ; viv).

[J Agiter et centrifuger 4.000rpm/10min.

[J Récupérer la phase aqueuse (supérieure) dans un autre de 50ml contenant 200 pl de
RNase et incuber 1 heure a 37°C.

[J Précipiter I’ADN en complétant le tube avec de 1’isopropanol.

[J Rincer la pelote d’ADN dans un volume de 100 pl d’éthanol 70% puis sécher a ’air
libre & une température ambiante.

(1 Suspendre le culot dans un volume minimum de TAMPON TE pour obtenir un
échantillon concentré (1pg/pl).

[J Faire un gel pour mesurer la quantité¢ d’ADN.

NB : en absence de I’apparition de la pelote d’ADN, nous avons poursuivis la suite du
protocole d’extraction.

[J Centrifuger le tube contenant 1’isopropanol pendant 10 minutes a 4000 rpm

[J Reprendre le culot dans un volume de 800 pl de Tampon TE

[J Transvaser dans un tube de 2 ml.

[J Additionner 80 pl d’acétate de sodium (3 M, PH 5.2).

[ Précipiter I’ADN avec 800 ul d isopropanol, agiter pour une précipitation réussie de
I’ADN.

[J Micro centrifugé pendant 10 minutes.
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Annexe 5

Préparation des dilutions

Dilution 1/40 : 5 pl de 1/20 + 5 pl d’eau.
Dilution 1/80 : 2.5 ul de 1/20 + 7.5 ul d’eau.
Dilution 1/100 : 2 pl de 1/20 + 8 ul d’eau.
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Annexe 6

Tableau 11 : L’effet de ’acclimatation sur les vitroplants.

Plantes Plantes Pourcentages

Semaines  vivants mortes des plantes vivantes
S1 80 0 100
S2 77 3 96.25
S3 74 3 925
S4 72 2 90
S5 69 e 86.25
S6 65 4 81.25
S7 60 5 75
S8 50 10 62.5




