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Résumé - Différenmts explunts provenant de rejets des cultivars de Deglet Nowr, Takerboucht,
Tuzerzait, et Tinasseur sont mis en culture. L'induction de la callogencse est étudice sur le
milicu de base MS(1962) modific. additionné de huit différentes combinaisons hormonales: le
24D (100, 37 0 25 125 mgl), le picloram (2,5.12.5 mgl) et le dicamba (2.5,12.5 mg/l)
assocics a de la IPA (1 ou 3 mgel). Différents types de cals sont obtenus mais seuls les cals de
structure nodulaire, plus ou moins friables et de couleur blanciitre & brune sont embryogénes.
Les milicux contenant le 2,4-D donnent des résultats homogénes quelque soit la concentration
dtudice. L utilisation du picloram ou du dicamba n’a pas permis une callogenése plus groupde
ni plus importante. Le temps de réponse a la callogenése est dépendant du génotvpe et est de 6
mots aumininnon. La germination des premiers embryvons a liew au bout de 24 semaines. Vingt
denx pour cent des cultures initices répondent et germent sur le milicu de germination .

palmier dattier / régénération / embryogenese somatique / callogénése / substances de
croissance / germination

Abstract - Explans from Delglet Nour, Takerboucht,  Tuzerzait and Tinasseur offshoots are
used. Induction of callogenesis is studicd  on modificd MS(1962) suplemenied with 8 growth
regulators combinations: 2,4-Del00, 37, 23, 123 mg:l), picloram (2,5, 12.5 mgAl), dicamba
(2.3 123 myg ly associated with 21P (1 gr 3 mg1 ). Various calli types are obtained but only
the nodular. more or less friable white or browi callus i embryagenous The tested media with
2A-D give homogenous response for all the concentrations used. Picloram and dicamba do not
allow —a higher percentage of embryogenesis. The callogenesis s genotvpe dependant and
requires al {east 6 months. The germination of sunatic cmhrvos occurs for tweniy two pereent
of the cultures i the germination mediun and requires at least 24 weeks.
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germination



INTRODUCTION

Le palmier dattier constitue le pilier de
I"¢économie rurale des oasis. Le palmier
dattier espece hétérozy gote. monocotylédone
et dioique  est confronté d deux problémes
majeurs:  'dge  avancé des paimiers qui
limite le nombre de rejets disponibles et le
Bayoud, maladie cryptogamique qui ne
peut étre enrayée que par I"utilisation de
cultivars résistants.

La culture «in vitronde tissus se
présente  comme  une alternative pour
assurer la multiplication de aénotypes
d'élite et entrevoir  I'amélioration de
"espeéee par les biotechnologies. Ces deux
dernicres décennies, de nombreux travatx
ont  concerné la  régéndration  par
embryogenése  somatique  du palmier
dattier  (Reyvnolds et Murashige, 1978:
Tisserat.  1979:  Mater, 1986: Daguin ¢t
Letouze,  1988:  Scarncc.  1991). l.a
néolormation nécessite une succession de
deux milicux de culture: I'un permettant la
production de cals embryogenes et I"autre
la gerntination des embryons somatiques ¢t
leur développement  en plants (Tisserat,
1984). Le milicu de base le plus souvent
utilisé est le MS (Murashige et Skoog.
1962) modifi¢. La concentration de 2.4-D
utilisée est importante (100 mg’l) car les
milicux  contiennent du charbon  actif,
connu  pour adsorber les substances de
croissance et particulicrement les auxines
(George et Sherington.  1984). Dans le
milicu  germination,  la concentration en
auxines est diminuée ou supprimée. Seuls
les  bourgeons  axillaires  avec ¢bauches
folinires. les  jeunes feuilles de taille
inféricures a1 cm et les fragments d apex
répondent @ la callogenése (Suka et Abed.
1989:  Saka et al.. 1992). Les organes
prefeves sur des rejets de faible poids entre
400 g et 13 kg réagissent micux que ceux
préfeves sur de plus gros rejets (Saka et
al.. 1992).

[Cobjet  de e tavail o osur
I'embryogenese  somatique  du - palmier
dattier  est de reduire le temps de réponse a

1D

la callogenése tout en obtenant un plus
grand taux de cals cmbryogénes.  Les
cfforts se sont concenirés sur I'utilisation
du 2.4-D, du picloram et du dicamba. Le
2.4-D est connu comme élant une forte
auxine  pouvant  générer des traits
indésirables ou provoquer la perte du
pouvoir de dédiftérenciation des cellules
(Eapen et George, 1990; Fitch et Moore,
1990). Le picloram et le dicamba, auxines
de synthése, ont ét¢ utilisés avec succes sur
différentes espéces et aucun cifet adverse
na ¢té noté sur les plants régénérés (Omar
et Novak, 1990; Kysley et Jacobsen. 1990).

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétul

Ditferents explants de rejets de cultivars de
Deglet Nour. Tinasseur. Takerboucht et
Tazerzait sont mis en culture. Ces rejets
nexcedent pas 1.3 ke s sont tout d"abord
disséqués  puis  ddsinfectés  selon un
protocole mis au point au laboratoire. Les
jeunes feuilles de 1 em. les bourgeons
apicaux et axillaires sont mis en culture.
Un minimum de 2 rejets par milieu testé
est utilisc.

Méthodes

Les mises en culture ont lieu entre mars et
avril. Pour induire la callogenese. un seul
milicu de base, le MS  (Murashige et
Skoog. 1962) modifié est utilisé. L. eftet du
picloram ¢t du dicamba est ¢udid a des
concentrations de 2.5 ¢t 12.5 mg/l associds
a lmgd de IPA etde 200 mg T de charbon
actif’ (respectivement P2.5; P12.5: D2.5;
D12.5). Le 24-D est utilise & des
concentrations de 1250 25 0 375 myl
associé a 200 mg/l de charbon actitet |
me | de IPAGrespectivement P2.50 P12S:
D2.5: DI2.5). La concentration de 100
me 1 de 2.4-D estassocic¢ d 3 mg Lde IPA
et 3 ¢ de charbon actif (M100). el que
préconisée par  Reynolds et Murashige
(1978). Le milicu de germination  est



dépourvu de substances de croissance et &
une concentration  de saccharose plus
élevée.

Les subcultures s’etfectuent toutes les 5
semaines. Lorsque les cals sont initiés. la
fréquence des repiquages est alors de 8
semaines. 1.induction de la callogenese a
lieuw & Pobscurité a une température de
28°C (+ou - 4°C). Durant la germination
des embryons une photopériode de 16
heures avec une température de 28°C jour
et 24°C nuit est appliquée.

L’¢étude histologique  (effectuée au
L.R.P.V. d’Angers). est réalisée  sur les
différents  types de cals obtenus afin de
définir les cals  embryogeénes et leur
capacité  de  régénération . La technique
d’inclusion et de coloration utilisée est
celle décerite par Bagniol et al. (1992). La
coloration au PAS permet de localiser les
polysaccharides et le Naphtol Blue Black
les protéines solubles ou de réserves.

RESULTATS

Dix a douze explants sont mis en culture
par  rejet. Les premicres  proliférations
apparaissent 20 a4 30 scmaines apres la
mise en  culture. Ces proliférations
cellulaires  apparaissent tout  dabord au
niveau des marges des jeunes feuilles. a la
base des bourgeons puis s étendent i tout
Fexplant.

Quelque soit Ta variété et quelque soit le
milicu  testé, le temps de réponse a la
callogénese est d’au moins 6 mois apres la
mise en culture. Ainsi la Tinasseur (tableau
1. cultivar qui répond relativement bien
quelque soit le milicu de culture, nécessite
6 mois pour une généralisation de la
callogénese a tous les explants mis en
culture. Un début  de callogenése apparait
au bout de 6 49 mois pour la Takerboucht
(tableau 1), Dans le cas de Ta Deglet Neur,
7 mois sont néeessaires pour Iinduction de
cals (tableau 1),

Les mihieus de cultures contenant du 2.4+
Doont permis a la Finasseur d obtenir une
callogénese sur tous les explants. Sur les
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milieux de culture contenant le picloram ou
le dicamba, la callogénése a lieu sur un
nombre réduit d’explants (20%.), étalée et
trés hétérogéne pour un méme milieu: Pour
le milieu contenant 2.3mg /I de dicamba,
un début de callogénése est noté au bout de
9 mois pour un rejet alors que seulement
2% des explants callent en 6 mois pour le
deuxiéme rejet.  Concernant la Deglet
Nour, la callogéncse se généralise au bout
de 6 mois. Pour les milicux contenant le
2.4-D, la réponse est homogeéne (fig 1).

Telle que e montre la figure 2 différents
types de cals sont obtenus. Le cal
embryogeéne qui sc  caractérise par une
structure granuleuse  plus ou moins friable
et de couleur blanchitre a brundtre présente
une  hyperhvdricité marquée.  Celte
tendance a0 hyperbydricité n’est pas
particuliere a un milieu donné (tableaux 1.
I, 111) et est réversible. Ces cals présentent
des  amas  ccllulaires  regroupés  en
périphérie.  Ces cellules sont vacuolisées
avec un noyau dense et d'importantes
réserves de protéines et de polysaccharides
sont observées (fig.3A;3B). Les cals des
différentes  souches sont transférés sur
milicu sans substance de croissance pour la
germination  des  embryons aprés un
maximum de 12 mois de culture sur le
milieu d’induction. A ce stade, les coupes
histologiques montrent des  amas
cellulaires, vacuolisées, avec des cellules
en division. qui  évoluent en une
organisation cellulaire ou proembryons
(fig. 3 A aC ).Les cals d’aspect globulaire,
trés fibreux évoluent en racines .Ces cals
sont observés sur la totalité des milieux
lestés et représentent 30 a 40 % des
explants mis en culture .

Les  premiers embryons somatiques
apparaissent au bout  de 6 mois apres leur
wransfert (lableau 1V). Environ 25 %o des
cals  embryogénes  devenus  granuleux
commence @ germer. Sur les 8 souches de
Tinasseur  en germination, deux souches
eerment  elfectivement. Pour la Deglet
Nour, surles 4+ souches sculement 3 sont
en début de germination . La Takerboucht




compte 9  souches
germination. Quatre souches de Tazerzait

dont 6 sont

en

sur les cing germent.

Tableau I. Callogencse sur les diftérents milicus utihsés pour la variété Tinasseur

miliecn  nhre

mois pour

nbre et Yo cal **

couleur cal ***

1exiure ¥¥*#

explant obtention cal*
MI25 11 6 20 100 beige granuleux
M25 11 6 23 100 beige granuleux
M37 18 6 28 100 beige friable
D25 72 9 3 4.6  brun desséché
DI2.5 31 9 15 50 brun noduleux
PI2.5 47 9 10 52.6  Dbeige noduleux

Tableau Il . Callogencse sur les dilTérents milicux utilisés pour la variété Takerboucht

milieu  nbre mois pour nhre et Y cal #* couleur cal texture ¥¥**
explant ohtention cal* *EEE
MI12.5 50 7 46 925 beige vitreux
M25 42 7 31 73.8 beige granuleux
M37 22 9 4 18.10  beige vitreux
D25 97 7 10 10.3 brun vitreux
D125 182 10 80 43.3 brun noduleux
2.5  passés sur P12.5
PI25 146 7 35 58.2  beige vitreux granuleux

Tableau 1. Callogencse sur les différents milieux utilisés pour la variété Deglet Nour
2 p L

milicu  nbre

maois pour

nbre et % cal **

couleur cal ¥**

[oxture ¥***

explant obtention cal*
MI2.5 50 7 40 92.5 beige vitreux
M235 42 7 31 73.8 beige granuleux
M37 22 Y 4 18.10  Dbeige vitreux
D25 97 7 10 10.3 brun vitreux
D125 182 10 80 43.3 brun noduleux
P 2.5 passés sur P12.5
P12.5 140 7 35 58.2 beige vitreux granuleux

*emps mis en culture **explants qui callent parmi les restants *** couleur des cals embryogenes **** (exture des

cals obtenus

'



100 7
90
- _ m MI12S5
B 25
70 0o 137
60 - 0 D25
. @m D125
i E P25
m P125
30 7 & m1o00
20 1 .
10 7] 5
a
0 T = =0
TIn DN TAZ TAK

Fig 1. Callogénése des caltivars en fonction des milicux utilisés (TIn - Tinasseur - DN = Dezlet Nour s TAZ, =

-
Fazerzait : TAK = Takerboucht).
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Fig 3. Coupes histologiques des cals embryogénes sur milieux induction et germination.

A- cal a structure nodulaires sur milieu induction. Cellules densément colorées et accumulation des protéines de réserves
indiquée par les fleches; B- Cal nodulaire en milieu germination. Les fleches indiquent les cellules en division,
uniformément coloriées et largement vacuolisées ; C- Cal nodulaire sur milicu germination aprés plusieurs subcultures.
I organisation en amas cellulaires sphériques indique la formation de proembryons.

DISCUSSION-CONCLUSION

La premicre étape de ce travail concerne
I'obtention de cals embryogénes. La
callogénese  est  précédée  par  une
augmentation du volume des explants. A
cc stade. les explanls présentent une
héterogénéité de réponse qui s'étale dans

le temps. Les explants qui réagissent nc
produisent pas de cals en méme temps. La
varié¢ Tinasscur répond le plus vite 4 Ia
callogénése ct ce quelque soit le milicu
utilis¢. L obtention du cal est longue ct
exige  au  minimum 6 mois  pour
Finitiation.  Ceci est - confirm¢  par
différents auteurs. Quatre a dix semaines



pour les explants de type embryons
(Tisserat, 1979), seize a vingt quatre
semaines pour les bourgeons axillaires et
fe bourgeon apical (Shanma et al, 1986), vingt
quatre semaines au minimum pour les
fragments d’apex ( Mater, 1986; Scarnec,
1991).

La réponse des explants est assez
hétérogeéne. Pour une variété, un méme
type d’explant et un méme milieu de
culture, trois types de cals sont obtenus lors
d’une méme mise en culture. Ces trois
types de cals différent par leur coloration,
leur texture et leur croissance. Seuls les
cals de structure nodulaires de couleur
blanche a brun sont embryogénes. L’ étude
histologique montre des zones
méristématiques  en ditférenciation . Les
cellules  présentent une  accumulation
importante en protéines de réserves ct
polysaccharides ainsi que des noyaux trés
denses.  Le cal noduleux et fibreux qui
évolue en racines s’observe sur tous les
milicux étudiés.

Les différents milicux testés montrent
que  le 24-D, quelle que soit la
concentration  utilisée, induit un taux de
callogénese  similaire.  L’utilisation  du
picloram ¢t du dicamba n’a pas permis une
callogénese plus groupée ni plus rapide,
contrairement  aux résultats des annges
précédentes (Saka et al ,1992). Cependant,
le picloram a 12,5 mg/l a permis la
formation de cal sur la totalité des explants
d’un rejet de Deglet Nour. La Takerboucht
réagit micux avec le picloram et le
dicamba et ce quelque soit la concentration
utilisée. 11 existe donc  des différences
varictales se traduisant par des réponses et
temps  de  réponses  différents et qui
confirment  divers  wravaux  (George et
Sherington.  1984;  Bagniol et al.. 1992:
Sharma ¢t al,, 1984; Sharma et al.. 1986).

En ce qui concerne la germination des
embryons. celle ¢i s'observe a partir de 6
mois apres  transtert sur milieu  de
germination. A ce  stade, les coupes
histologiques — montrent — les  divisions
cellulaires. une intense synthese d'amidon

et |'accumulation de protéines de réserves.
Ces cellules s’organisent en zone
concentrique pour former les proembryons.
Sur les 44 souches de Deglet Nour, seules
5 germent. Au bout de 12 mois, environ
45% germent. Ceci se rapproche des
résultats obtenus (Tisserat, 1984) ou les
cals  induits avaient des capacités
génératrices de I’ordre de 20 %. Le fait de
s¢journer durant 12 mois sur milieux riches
en auxines, les cals ont di perdre leur
potentiel embryogéne. Ceci est en accord
avec I’étude (Scarnec,1991) qui indique
qu’aprés 72 semaines, les souches de cals
embryogeénes de différentes variétés de
palmier  dattier ne  produisent plus
d'embryons par perte de leur potentiel
embryogéne.

Comme décrit par divers auteurs,
(Tisserat, 1982; Sharma et al., 1984;
Sharma et al, 1986), le processus de
embryogenése n’est pas synchrone au sein
d’un méme cal: des embryons a différents
stades de développement coexistent sur un
méme cal. De plus, du cal secondaire se
forme sur le milieu de germination méme.
Les différentes étapes du développement
des embryons somatiques sont celles déja
décrites par plusieurs auteurs (Scarnec,
1991: Tisserat, 1984).
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