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Embryogenèse somatiqiie du palmier dattier
( Phoenix dactylifeni L.) -1 - Induetion de la callogénèse

à partir d'organes de rejets de quelques cultivars

H. Saka. F. Abed. li. Aiiiara. A. Kermiclie
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Résume - DiffcreiUs explants provenant de rejets des euitivars de Deyiet R'oitr, Takerhoiieht,
lazerzait. et Tinasseitr sont mis en eiiittire. L'indtietion de la eallop,enèse est étudiée sur ie
milieu de hase .\IS(P)62) modifié, additionné île huit différentes eomhinaisons hormonales: le
2.4-n (100. 3~ . 23. 12.5 my, !). le picloram (2.5.12.5 mi^d) et le dieamba (2.5.12.5 m^^/lj
assoeies à de la IP. l ( I ou 3 m^/l). Différents types de ectls sont obtenus mais .seuls les eais de
strueture nodulaire, plus ou moins friables et de eoufeur hianehdtre à brune .sont embrvo^ènes.
Les milieux eontenant le 2,4-D donnent des résultats homogènes ipiekpte soit la eoneentration
etudiee. L utilisation du pieloram ou du dicamha n 'a pas permis une callogenèse plus ̂roui)ée
ni plus importante. Le temps de réponse ét la eallo^enèse est dépendant du ̂énotvpe et est de 6
mois au minimum. La germination des premiers embryons a Heu au bout de 24 .semaines, l 'in^t
deux pour eent des cultures initiées répondent et iierment sur le milieu de germination .

palmier dattier / réfféiiératiim / emhryoffenèse somatique / callogénèse / substances de
croissance / fiermination

. Ibstract - Expiants front Del^let R'our. Takerboueht, Tazerzait and Tinas.seur ojfshoot.s are
used. Induction of ealloi^ene.si.s is stiulieil on moiHjied MS( 1062) suplemented with R y^rowth
reyulators eombinations: 2.4-D(IOO. 3". 25. 12.5 m^ I). pieloram (2.5 . 12.5 m^.dj. dieamba
(2.5. 12.5 my 1/ assoeiated with 2IP ( I qr 3 my l ). I arious ealli types are obtaineil but onlv
the noilular. more or less friable white or hrown eallus is embryoyenous . The tested média with
3.4-1) yive homoyenous response for ail the eoneentrations u.sed. Pieloram and dieamba do not
allow a hiyher pereentaye of embryoyenesis.'lhe ealloyenesis is yenoty/ie dépendant and
reiptires at least 6 months. The yermination of somatii. embryos oeeurs for twenty two percent
of the cultures in the yermination médium ami reiptires iit Icitst 24 weeks.
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iiNTRODUCTION

Le palmier dattier constitue le piliei de
réconomie rurale des oasis. Le palmier
dattier csiièce hétérozygote. monocot\ lédone
et dioïciue est confronté a deux pioblèmes
majeurs: l'âge avancé des palmiers qui
limite le nombre de rejets disponibles et le
Bayoud, maladie cryptogamique qui ne
peut être enrayée que par Tutilisation de
cultivais résistants.

La culture «in vitro»de tissus se
présente comme une alternative pour
assurer la multiplication de génotypes
d'élite et entrevoir Pamélioration de
l'espèce par les biotechnologies. Ces deux
dernières décennies, de nombreux tiavaiix

ont concerné la régénération pat
embryogenèse somatique du palmiei
dattier (Keynolds et Murashige, 1978,
l  isserat. 1979; Mater, 1986; Daguin et
Letouze, 1988: Scarnec. 1991). ba
néol'ormation nécessite une succession de
deux milieux de culture: l'un permettant la
production de cals embryogènes et 1 autie
la gernrination des embryons somatiques et
leur développement en plants (1 isserat,
1984). l.e milieu de base le plus souvent
utilisé est le MS (Murashige et Skoog.
1962) modifie. La concentration de 2.4-D
utilisée est importante (100 mg4) caries
milieux contiennent du charbon actif,
connu pour adsorber les substances de
croissance et particulièrement les auxines
(Cieorge et Sherington. 1984). Dans le
milieu germination, la concentration en
auxines est diminuée ou supprimée. Seuls
les bourgeons axillaires avec ébauches
foliaires, les jeunes feuilles de taille
intérieures à 1 cm et les Iragmentsd apex
répondent à la callogeiièse (Saka et Abed.
1089; Saka et al.. 1992). (.es organes

prèles es sur des rejets de laible poids eiitie
400 e et l ,."^ kg reagissent mieux que ceux
prelesés sur de plus gixis rejets ( Saka et
al.. 1992)

1  'objet de ce travail sur
reinl")])oueiiese ss)matique du palmier
dattier est de réduire le temps de réponse à

la calloiicnèse tout en obtenant un plus
maiid taux de cals embryogènes. Les
efforts se sont concentrés sur 1 utilisation
du 2.4-D, du picloram et du dicamba. Le
2,4-D est connu cOmme étant une forte
auxine pouvant générer des traits
indésirables ou provoquer la perte du
pouvoir de dédil'f'érenciation des cellules
(Eapen et George. 1990; Fitch et Moore.
1990). Le picloram et le dicamba, auxines
de synthèse, ont été utilisés avec succès sur
différentes espèces et aucun effet adverse
n'a été noté sur les plants régénérés (Omar
et Novak, 1990; Kysley et Jacobsen, 1990).

MATKRIKL ET METHODES

Matériel véjiâtal

Différents explants de rejets de cultivars de
IX^iilet Noiir. Tinasseur. fakerboucht et
'fazerzait sont mis en culture. Ces rejets
n'excèdent pas 1.5 kg. Ils sont tout d'abord
dis.séqués puis désinfectés selon un
protocole mis au point au laboratoire. Les
jeunes feuilles de 1 cm, les bourgeons
apicaux et axillaires sont mis en culture.
Un minimum de 2 rejets par milieu testé
est utilisé.

Méthodes

Les mises en culture ont lieu entre mars et

avril. Pour induire la callogenèse. un seul
milieu de base, le M S (Murashige et

Skoog, 1962) modifié est utilisé. L'effet du
picloram et du dicamba est étudié à des
concentrations de 2.5 et 12.5 mg'l associés

à  Img'l de IPA et de 200 mg 1 de charbon
actif (respectivement P2.5; PI2.5; D2.5;
1)12.5). Le 2.4-D est utilisé à des
concentrations de 12.5, 25 , .17.5 mg 1

associé à 200 mg 1 de charbon actif et 1

me 1 de lPA(respectivement P2.5; P12.5:
1)2.5: 1)12.5). La concentration de 100

me 1 de 2.4-1) est associé à 3 mg 1 de IPA

et 3 g de charbon actif (M 100). tel que
préconisée par Keynolds et Murashige
(1978). Le milieu de germination est



dépourvii de substances de croissance et à
une concentration de saccharose plus

élevée.

Les subculiures s'etTectuent toutes les 5

semaines. Lorsque les cals sont initiés, la
fréquence des repiquages est alors de 8
semaines. L'induction de la callogenèse a
lieu à l'obscurité <à une température de
28"C ( t-ou - 4X). Durant la germination
des embryons une photopériode de 16
heures avec une température de 28°C jour
et 24°C nuit est appliquée.

[.'étude histologique (effectuée au
L.R.P.V. d'Angers), est réalisée sur les
dilférents types de cals obtenus afin de
déimir les cals embiNogènes et leur
capacité de régénération . La technique
d'inclusion et de coloration utilisée est

celle décrite par Bagniol et al. ( 1992). La
coloration au PAS permet de localiser les
polysaccharides et le Naphtol Blue Black
les protéines solubics ou de réserves.

RESULTATS

Di.\ à douze explants sont mis en culture
par rejet. Les premières proliférations
apparaissent 20 à 30 semaines après la
mise en culture. Ces proliférations
cellulaires apparaissent tout d'abord au
niveau des marges des jeunes feuilles, à la
base des bourgeons puis s'étendent à tout
l'expiant.

Quelque soit la variété et quelque soit le
milieu testé, le temps de réponse à la
callogénèse est d'au moins 6 mois après la
mise en culture. Ainsi la Tinasscur (tableau
I). cultivar qui répond relativement bien
quelque soit le milieu de culture, nécessite
6 mois pour une généralisation de la
callogénèse à tous les explants mis en
culture. Un début de callogenèse apparaît
au bout de 6 à 9 mois pour la Takerboucht
(tableau II). Dans le cas de la Deglet Nour.
7 mois st)nt nécessaires pour riiuluction di.
vais (tableau III).

Les milieux de cultures contenant du 2.4-

D ont [leniiis a la finasseur d'obtenir une

callogénèse sur tous les explants. Sur les

milieux de culture contenant le picloram ou
le dicamba. la callogénèse a heu sur un
nombre réduit d'expiants (20'^'. ), étalée et
très hétérogène pour un même milieu: Pour
le milieu contenant 2.5mg /I de dicamba,

un début de callogénèse est noté au bout de
9 mois pour un rejet alors que seulement
2% des explants callent en 6 mois pour le
deuxième rejet. Concernant la Deglet
Nour, la callogénèse se généralise au bout
de 6 mois. Pour les milieux contenant le

2,4-D, la réponse est homogène (fig 1 ).
Telle que le montre la figure 2 différents

types de cals sont obtenus. Le cal
embryogène qui se caractérise par une

structure granuleuse plus ou moins friable
et de couleur blanclultre à brunâtre présente

une hyperhydricité marquée. Celte

tendance à l'hyperhydricité n'est pas
particulière à un milieu donné (tableaux I,
II, III) et est réversible. Ces cals présentent
des amas cellulaires regroupés en
périphérie. Ces cellules sont vacuolisées
avec un noyau dense et d'importantes
réserves de protéines et de polysaccharides
.sont ob.servées (tlg.3A;3B). Les cals des

différentes souches sont transférés sur

milieu sans sub.stance de croissance pour la
germination des embryons après un
maximum de 12 mois de culture sur le

milieu d'induction. A ce stade, les coupes
hi.slologiques montrent des amas
cellulaires, vacuolisées, avec des cellules

en division. qui évoluent en une
organisation cellulaire ou proembryons
(llg. 3 A à C ).Les cals d'aspect globulaire,
très fibreux évoluent en racines .Ces cals

sont observés sur la totalité des milieux

lestés et représentent 30 à 40 % des
explants mis en culture .

Les premiers embryons somatiques
apparaissent au bout de 6 mois après leur
transfert (tableau IV). Lnviron 25 % des
cals embr>ogènes devenus granuleux
commence à germer. Sur les 8 souches de
finasseur en germination, deux souches
germent effccliveineiit. four la Deglet
Nom . sur les a l sr)iielies seulement 5 sont

en début de uermination . l.a Takerboucht



sur les cinq germent.

Tablcîiu I . Calloiicnc.se sur les diricrcnls milieux ulilisés pour la \ariété Tinas.seur

compte 9 souciies dont 6 sont en
germination. Quatre souches de Tazerzait

milieu nhre mois pour nhre el % cal ** couleur cal *** lexiure ****

ex pi uni ohieniion cal*

M 12.5 1  1 6 26 100 beige granuleux

M25 1  1 6 23 100 beige granuleux
M37 18 6 28 100 beiue friable

D 2.5 72 9 3  4.6 brun desséché

DI2.5 31 9 15 50 brun noduleux

PI 2.5 47 9 10 52.6 beige noduleux

Tableau II . Callogenèse sur les dilléreiUs milieux ulilisés pour la variété 1 akerhoiichl

milieu nhre mois pour nhre el% cal ** couleur cal lexture ****

explan/ ohieniion cal* * * ♦ *

M 12.5 50 1 46 92.5 beige vitreux

M25 42 1 31 73.8 beige granuleux
IVI37 22 9 4  18.10 beige vitreux

D 2.5 97 7 10 10.3 brun vitreux

DI2.5 182 10 80 43.3 brun noduleux

P 2.5 passés sur PI2.5

PI 2.5 146 7 35 58.2 beige vitreux granuleux

Tableau III. Callogenèse sur les dilTérenis milieux ulilisés pour la variété Deglei Nour

milieu nhre mois pour nhre el % cal ** couleur cal *** lexiure ****

explan f ohieniion cal*

M 12.5 50 7 46 92.5 beige vitreux

M25 42 7 31 73.8 beige granuleux
M37 22 9 4  18.10 beige vitreux

D 2.5 97 7 10 10.3 brun vitreux

DI2.5 182 10 80 43.3 brun noduleux

P 2.5 passés sur PI2.5

PI 2.5 146 7 35 58.2 beige vitreux granuleux

*leinps mis en cullure **cx|)lanls ijui ealleiil parmi les reslanls *** ct>ule»r des cals cmhr>oeenes **** tcxlure des
caK obleiiiis
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Fig3. Coupes histologiques des cals embryogcnes sur milieux induction et germinalion.
A- cal à structure nodulaires sur milieu induction. Cellules dcnsément colorées et accumulation des protéines de réscrws
indiquée par les flèches ; B- Cal nodulaire en milieu germination. I^s llcches indiquent les cellules en division,
uniformémetit coloriées et largement vacuolisées ; C- Cal nodulaire sur milieu germination après plu,sieurs subeullurcs.
i ."organisation en amas cellulaires sphériques indique la formation de proembr\'on.s.

DISCUSSION-CONCLUSION

La première étape de ce travail concerne
robteniion de cals embryogènes. La
callogcnèse est précédée par une
augmentation du volume des e.xplants. A
ce stade, les e.xplanls présentent une
lictérogénéilé de réponse qui s'étale dans

le temps. Les expiants qui réagissent ne
produisent pas de cals en même temps. La
variété Tinasscur répond le plus vite à la
callogcnèse et ce quelque soit le milieu
utilisé. L'obtention du cal est longue cl
exige au minimum 6 mois pour
rinilialion. Ceci est confirmé par
différents auteurs. Qu'itrc ci dix semaines



pour les expiants de type embryons
(Tisserai, 1979), seize à vingt quatre
semaines pour les bourgeons axillaires et
le bourgeon apical (Sliaima et al, 1986), vingt
quatre semaines au minimum pour les
fragments d'apex ( Mater, 1986; Scarnec,
1991).

La réponse des explants est assez
hétérogène. Pour une variété, un même
type d'expiant et un même milieu de
culture, trois types de cals sont obtenus lors
d'une même 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 à brun sont embryogènes. L'étude
histologique montre des zones
méristématiques en différenciation . Les
cellules présentent une accumulation
importante en protéines de réserves et
polysaccharides ainsi que des noyaux très
denses. Le cal noduleux et fibreux qui
évolue en racines s'observe sur tous les

milieux étudiés.

Les différents milieux testés montrent

que le 2,4-D, quelle que soit la
concentration utilisée, induit un taux de

callogénèse similaire. L'utilisation du

picloram et du dicamba n'a pas permis une
callogénèse plus groupée ni plus rapide,
contrairement aux résultats des années

précédentes (Saka et al. 1992). Cependant,
le picloram à 12.5 mg/l a permis la
formation de cal sur la totalité des explants
d'un rejet de Deglet Nour. La Takerboucht
réagit mieux avec le picloram et le
dicamba et ce quelque soit la concentration
utilisée. Il existe donc des différences

variétales se traduisant par des réponses et
temps de répon.ses différents et qui
confirment divers travaux (George et
Sherington, 1984; liagniol et al.. 1992;
Sharma et al., 1984; Sharma et al.. 1986).

Ln ce qui concerne la germination des
enibiADiis. celle ci s'observe à partir de 0
mois après transfert sur milieu de

germination. A ce stade, les coupes

histologiques montrent les divisions
cellulaires, une intense svnthè.se d'amidon

et l'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 (Tisserai, 1984) où les
cals induits avaient des capacités
génératrices de l'ordre de 20 %. Le fait de
séjourner durant 12 mois sur milieux riches
en auxines, les cals ont dû perdre leur
potentiel embryogène. Ceci est en accord
avec l'étude (Scarnec, 1991) qui indique
qu'après 72 semaines, les souches de cals
embryogènes de différentes variétés de
palmier dattier ne produisent plus
d'embryons par perte de leur potentiel
embryogène.

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

REFERENCES

Bagniol S, Lngirmann F, Michaux Ferriere
M (1992) Hislocytological study of
apices from in vitro plantlets of date
palm {Phoenix ikiciilifora L. ) during a
cryopreservation process. C'hï;. /ctiers
13.405-412

Daguin F. Letou/.e l< ( 1988) Régénération
du palmier dattier par embryogenèse
somatique: Amélioration de l'efficacité

par milieu liquide. Fniii 43(3), 191-
194

lùipen Ci, Cieorge L (1990) Influence of

phvtohormones, aminoacids, growth
suppléments and antibiotics on somatic



embryogencsis and plant
dilTerencialion in fiiiger millet. Plaiu
ce//, fis.siic iiiul or^Ltn culture 22 (3),
87-93

Fitch MMM, Moore PH (1990)

Comparison of 2.4-D and picloram for
sélection ol" long tenu totipotenl green
calliis of sugar cane. Piant cell. lissue
attci (>r}^an culture 20 (3),; 157-164

George, Slierington (1984) Plant
propagation by tissiie culture,
l landbook and directory of commercial
laboralories. George and Slierington
edts. Easicrn Press. 386 p

Kysley L. Jacobsen M (1990) Somatic
embr\ogenesis from pea embryos and
shoots apices. Plant cell, tissue atul
(jr^an culture 20, 160-164

Mater M ( 1986) In vitro propagation of
date palm. Date palm J 4 (2). 137-152

Murashige P. Skoog F ( 1962) A re\ ised
médium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue culture. Physial

Plant 15,473-497

Omar MS. Novak FJ (1990) In vitro plant
régénération and elhylenesulfonaie
(I:MS) uptake in somatic embryos of
date palm. PUint cell. tissue ami oryan

culture 20 ( 3 ). 185-190

Reynolds J, Murashige T ( 1978) Asse.xual

embryogenesis in callus cultures of
palms. IN I ITPO 15 (5). 383-387

Saka I I. Ahed F (1989) F.ssai de

Fembr) ogenèse .sumatique sur quelques

variétés de palmier dattier. C.R.
Séminaire «La culture in vitro du

palmier dattier». Mtirrakech.
FAO/PNUD 71-73

Saka H, Yahiaoui N, Abed F (1992) La
régénération «in vitro» du palmier
dattier. Bilan d'activité 1989-1992.

Contrat régional CLE, S'rD2 48p

Scarnec A (1991) I-a régénération «in

vitro» du palmier dattier par
organogenèse et embryogenèse
somatique. Thèse doctorat. Univ.
d'Angers. I50p

Sharma DR, Dawra S, Chowdry JB (1984)
Somatic embryogenesis and plant
régénération in date palm through
tissue culture. ImlJaur <// l£xp lHoPj^y
22, 596-598

Sharma DR. Dawra S, Chowdry JIÎ ( 1986)
Régénération of plantlets from somatic
tissue culture of date palm. //^i 7o//.

Ex. Pialo^y 24, 763-766

Tisserat B (1979) Propagation ol'date palm
«in vitro».,/ exe hot 30, 1275-1283

Tisserat B (1982) Develop|)ment of new

tissue culture technology lo aid in
cultivation and crop improvmeni of

date palm. itt Proc. I st Symp. on Date
palm. King Faical Univ. Al Massa,
Saudi Arabia. 126-139

Ti.sserat B (1984) Propagation of date palm
by shoot tip cultures, llortscience 19
(2), 230-23 I


