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Présentation de la structure d’accueil

L’Institut National de la Recherche Agronomique(INRA) a été créé en 1914. C’est un
¢tablissement public doté de I’autonomie financiére et ayant comme mission d’entreprendre

des recherches a 1’échelle nationale dans le domaine agricole.

Les axes traités sont liés principalement au developpement agricole au Maroc visant
I’amélioration de la productivité, la compétitivité et la durabilité de la production agricole
Ces volets sont de concert avec les partenaires régionaux. L’accomplissement des projets est
réalisé en partenariat avec des organisations nationales et internationales, les structures de

développement, le secteur privé et les Organisations Non Gouvernementales (ONG).

L’INRA couvre les divers agrosystemes du pays par dix centres régionaux de la recherche
agronomique et 23 domaines expérimentaux. Les unités de recherche située au centre
régional de RABAT sont :

L’environnement et la Conservation des Ressources Naturelles.
La protection des Plantes.

La production animale et les fourrages.

La biotechnologie.

Les technique Agro-alimentaire et Qualité.

AN NN N YN

L’amélioration des Plantes, Conservation ¢t Valorisation des Ressources

phylogénétiques

Mon stage a été effectué¢ pendant 2 mois au sein de 1’unité de biotechnologie. Cette derniere
Comprend 3 grands laboratoires (biologie moléculaire, culture in vitro et transgénése
végétale). Cette unité est mise en place en 2003. Elle a été créé dans le cadre de la nouvelle
stratégie et orientation de I’INRA, afin d’utiliser les nouvelles techniques de biotechnologies
pour trouver des solutions aux stress biotiques (Virus, bactéries, champignons, parasites et

ravageurs...) et abiotiques (sécheresse, salinité...) des plantes



Introduction

Depuis les débuts de I’agriculture I’Homme a cherché a améliorer les plantes qu’il
cultivait par rapport a des critéres de qualité ou de rendement correspondant a ses besoins.
Tout d’abord assez empiriques, ces technique d’amélioration ont évolué grace, en particulier
a I’apport de la génétique. L’objectif de I’amélioration des plantes est de créer de nouvelles

variétés combinant un certain nombre de caractéres définis par le selectionneur.

Les méthodes de culture in vitro sont de plus en plus employées pour assurer la
propagation clonale des génotypes élites afin de satisfaire les besoins en agriculture et
horticulture. La culture in vitro est par ailleurs un outil trés efficace au service de la

recherche biologique et physiologique (Haicour, 2002).

De nombreux ouvrages ont traité la culture in vitro au cours de la deuxiéme moitié de ce
siecle décrivant toutes les méthodes déployées aussi bien dans le domaine animal que
veégétal (Augé et al., 1989). 1l s’agit globalement d’une méthode de culture des plantes en
conditions aseptiques en utilisant des milieux de culture assez complexes (hormones, sucres,
vitamines, acides aminés.) qui peuvent étre liquides ou solidifiés (Jay-Allemand et al.,
1992).

La culture in vitro est un moyen efficace pour I’obtention d’une grande quantité de
clones homogenes et performants d’une maniére rapide, assure 1’amélioration génétique et la
sélection des génotypes jugés intéressants sur le plan agronomique. Les avantages de cette
technologie ne se limitent pas au seul coefficient de rapidité de la multiplication, en effet les
plantes auto-enracinées in vitro se sont avérées plus vigoureuses et plus résistantes aux

maladies.

Malgré I’importance de cette technique, elle reste non applicable chez plusieurs espéces
qui sont recalcitrantes. Ainsi, des recherches sur les différents facteurs influencant la réussite
de cette technique chez ces espéces sont indispensables.

Mon stage au sein du laboratoire de culture in vitro a I’INRA de rabat a pour objectif de
s’initier a quelques techniques de multiplication de plantes par culture in vitro en utilisant
des explants différents cultivés dans conditions de culture variées, telles que des milieux
avec différentes combinaisons hormonales. Au cours de ce stage j’ai pu appréhender la
technique de I’embryogenése somatique chez le blé dur et celle de la micropropagation chez

I’arganier.
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I. Culturein vitro : Généralité

1. Définition

De tres nombreux ouvrages ont traité de la culture in vitro au cours de la deuxieéme moitié de
ce siecle décrivant toutes les méthodes déployées aussi bien dans le domaine animal que
végétal (Augé et al., 1989 ; Margara, 1989). C’est une méthode de culture des plantes en
condition aseptiques en utilisant des milieux de culture assez complexes (hormones, sucres,

vitamines, acides aminés (Jay-Allemand et al., 1992).

La multiplication végétative par culture in vitro (aussi appelé micropropagation) est donc
une technique visant a régénérer une plante entiere a partir de cellules ou de tissus végétaux

en milieu nutritif, en utilisant des techniques modernes de culture cellulaires.

2. Historigue

La culture in vitro est par comparaison, une technique trés récent puisqu’elle fut développée
seulement au début de 19*™siécle (Jay-Allemand et Capelli, 1997). Les premiers pas de
culture in vitro sont dus a un allemand Haberlandt en 1902. Il obtient ainsi sur un milieu
KNOP amélioré, la survie durant plusieurs mois de petits amas cellulaires. Mais il n’y avant
de multiplication cellulaire (Augé et al., 1989) en 1912, Alexie Carrel réussissait la culture
indéfinie de cellules de cceur d’embryon de poulet par repiquages successifs. I fallut
attendre 1922 et les travaux de Rablens pour voir apparaitre une croissance chez les pointes
et racine isolées sur milieu synthétique. Mais la date qui marque réellement le début de la
culture in vitro est 1932 avec les travaux de White aux USA sur la croissance indéfinie en
milieu liquide de racine de tomates. Ce succes fut sans doute a 1’origine du regain d’effort
qui se portera sur les cultures tissues végétales. Dés 1934, Gautheret obtient a partir de
prélévement de tissus cambiaux d’arbre des proliférations de tissus qui malheureusement ne
dépassérent pas huit mois (Morel, 1952 ; scriban, 1988).Apreés les travaux de White aux
USA en (1932) sur le tabac, Nobecourt en France sur la carotte, Limasset et Cornuet en
(1949) qui publiaient leurs observations sur 1’absence de virus dans les méristémes de tabac
virosé. Morel et Martin, en (1952) mirent a profit ces observation et entreprirent de mettre
en culture in vitro des méristemes de Dahliya et de pomme de terre atteints de maladies a
virus A partir de méristémes, ils obtiennent in vitro des plantes entiéres qui furent remises en

culture normale et révéleérent saines au contréle (Augé et al, 1989).
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3. Avantages et inconvénients de la culture in vitro

Les avantages de culture in vitro sont :

v Sauvegarde et Conservation des variétés anciennes et menacées de disparition. C'est un
moyen de sauvegarder la diversité des espéces sauvages et les espéces rares ou difficiles
a multiplier naturellement (peu de graines ou de rejets) par la création des banques de
génes.

v Assainissement des plants par la culture du méristtme De nombreuses variétés de

plantes horticoles et maraichéres de grand intérét, anciennes ou nouvelles, ont été

sauvees de la menace de disparition par des virus en utilisant la culture de méristemes.

La multiplication massive et rapide des plants

La facilité de leur transport d’une région a I’autre ou d’un pays a ’autre

Accelération de la création variétale par haplo-diploidisation

Sélection et amélioration de la tolérance a certains stress biotiques et abiotiques

Reboisements....

AN NN N NN

L’amélioration des conditions sanitaires par les techniques de cultures in vitro souvent

associées a la réduction des contaminations

Cette technique a aussi des inconveénients, parmi lesquelles on trouve :

v Probléme des contaminations endogenes ou exogenes brunissement vitrification
v' L’Exigence de main d’ceuvre qualifiée

v Culture in vitro difficile a mettre en place (asepsie)...

v Récalcitrante de certaines especes

Techniques de culture in vitro

Dans le laboratoire on utilise plusieurs techniques de culture in vitro qui respectent toutes les

conditions d’asepsie convenable. Parmi ces techniques on trouve :

1 Micropropagation

Les plantes se multiplient par multiplication végétative, ce dernier est indispensable quand on
veut conserver les caractéres d’une variété donnée. La micropropagation in vitro apporte un
progrés considérable par rapport aux méthodes traditionnelles avec un taux de multiplication
de 100 a 1000 fois plus elevé (Ochatte et al., 2005). La micropropagation consiste en une

prolifération des bourgeons axillaires préexistants sur I’explant mere. Ceci offre une bonne

12
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garantie de conformité génétique et une bonne stabilité des caractéres au cours de repiquages
successifs (Demol et al., 2008). Cette technique permet la multiplication végétative de

plusieurs plantes alimentaires, médicinales, horticoles, agroforesteries (Bretaudeau, 2006).

Elle a pour objectif de produire en grande quantité des cultivarsd'intérét horticole, sylvicole,

ou agronomique qui viennent d'étre crées ou découverts ou qui ont toujours un intérét.

a. Organogénése

L'organogenése consiste a la néoformation d'organes, souvent ce terme est utilisé pour
décrire la formation de bourgeons mais il s'applique également a des racines (Auge et al.,
1989 ; Simonin, 2006). Elle est la base fondamentale de la multiplication végétative qui
s'appuie sur la formation de nouveaux méristemes (Margara, 1984) et peut étre réalisée

soit par :

> La voie directe, qui conduit a la morphogenese directe de tiges (caulogénese) ou de
racines (rhizogenese) donnant ainsi naissance a des plantules viables, qui peuvent étre
acclimatées progressivement au milieu naturel (Margara, 1984).

> La voie indirecte, qui passe d'abord par une callogénése (la néoformation d’une cal,
tissu cellulaire indifférencié) et dont 1'organogenese, suite a des repiquages, apparait
plus tardivement (Margara, 1984 ; Zryd, 1988).

Organogenese
Plante —% Explant —zaer— Caulogénese + —® Rluzogenese — Plante régénérée
donneuse primaire phylogenese entiere et fertile

* Callogénése

Organogenese indirect
Figure 1 : Schéma de la régénération d’une plante

b. Culture de méristéeme

Culture de méristeme Cette methode consiste a prélever le cceur d'un bourgeon ou
I'extrémité d'une racine ou se trouve le méristtme, zone de cellules qui se divisent
activement pour assurer la croissance de la plante. Cette région est toujours dépourvue de
virus, de bactéries ou de champignons, méme chez les plantes contaminées. Cette méthode
permet donc de créer des plants sains et a assuré le sauvetage de variétés entiéres des

espéces tels que le Pélargonium, le dahlia, le chrysanthéme, la pomme de terre, I'artichaut, le
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fraisier, framboisier. Contrairement aux techniques bouturages, marcottage,... car cette voie

favorise la transmission des virus a la descendance disparition

Méristémes

apicaux des )
pousses 2

(a l'intérieur /_j;—/,’j’r"

des e a

bourgeons)

Meristéme de tige

Méristémes
latéraux

A e

kK
|

des racines

Meéristemes ™ / (
ApPicaux '

Figure 2 : Méristéeme de tige et de racine

c. Microbouturage

i Définition

Le micro bouturage est la technique la plus répandue pour produire en un minimum de
temps un maximum de plantes. L’explant sera repiqué sur un milieu permettant son
développement en nouvelle plante qui se sera enracinée. Cette technique passe cependant

par plusieurs étapes qui doivent étre réalisées de maniere la plus stérile possible

Le microbouturage est un mode de multiplication conforme qui accélére le fonctionnement
normal des bourgeons formés sur une plante (Montes, 2009). La prolifération des
méristémes préexistants peut étre réalisée en utilisant trois types d'explants: méristéme, apex
ou nceuds (unique ou multiple) (Gongalves et Romano, 2012). Ils sont cultivées pour
régénérer des pousses multiples sans passer par une phase cal (Pati et al., 2006). De

nombreuses especes ont été régénérées via le microbouturage.
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Figure 3 : Schématisation du microbouturage

ii  Principales étapes de microbouturage

v’ L’établissement de la culture aseptique

v/ La multiplication : on cherche le maximum d’unités de propagation dans un
minimum de temps.

v Le changement de milieu de la plante : apport de nouvel élément indispensable au
développement de la plante fille

v' L’enracinement : ¢’est 1’étape la plus délicate. On chéche a différencier des initiaux
racinaires et provoquer leur développement

v' L’acclimatation en serre (10 & 60 jours) : on maintien une humidité trés élevée au

début, qu’on baisse progressivement jusqu’a atteindre 1’humidité ambiante

2 Embryogénese somatigue

a Généralités

L’embryogenése somatique est une forme de multiplication végétative permettant d’obtenir
des plantules génétiquement identique a la plante mere. Dans une graine, on trouve la future
plante sous forme d’embryon (embryon zygotiques) qui résulte de la reproduction sexuée.
Cette technique consiste alors a provoquer l’apparition d’embryons a partir des tissus
vegétaux mis en culture in vitro qui provoquent de nombreuses divisions cellulaires. Cette

embryogenése somatique génere alors des embryons dans ces divisions cellulaires ou dans




les cals, c’est-a-dire un amas de cellules indifférenciées (qui ont été dédifférenciées sur
I’explant de la plante mere avec le phénomene de totipotence végétale. Sous certaines
conditions, les cultures cellulaires s’organisent ensuite en nombreux petits massifs a
structure bipolaire nommés embryons somatiques (avec un méristtme de tige et un
méristeme de racine). Comme les embryons zygotiques (présents dans les graines), les
embryons somatiques, obtenus & partir de cellules non sexuees (sans fecondation), se
développent en un nombre illimité de plantes génétiquement identiques. C’est actuellement
la technique la plus performante pour la multiplication végétative des coniferes (Agnes et
al., 2013).

Cependant, d'autres types d’embryons peuvent également se développer a partir de cellules
du sporophyte ou du gamétophyte, embryons qui ne sont pas le produit d'une fusion
gamétique et qui sont appelés « embryons somatiques». Parfois, chez certaines especes, ils
résultent d'une embryogenése somatique naturelle qualifiée d’apomixie. Dans certains cas en
effet, les anthérozoides, 1’oosphere, voire d'autres cellules gamétophytiques peuvent
engendrer des embryons parthénogénétiques. Dans d'autres cas, certaines cellules
saprophytiques localisées au niveau des tissus intra-ovulaire, en particulier le nucelle,
fournissent naturellement des embryons apoméiotiques appelés aussi 1I’embryons nucellaires.
Ce type d'embryogenese est tres développé dans la famille des Rutacées, spécialement chez
les Citrus (Tisserat etal.,, 1979 ; Vardi etal.,, 1990) Toutefois, cette appellation est
essentiellement appliquée, selon certains auteurs comme Piatti (1988) et Margara (1989),

aux embryons obtenus a partir de culture de tissus in-vitro du sporophyte.

b Types d’embryogenése somatique

Il y’a deux types de I’embryogenese somatique :

» Embryogenése somatique directe : dans ce processus, les embryons somatiques se
développent directement a partir des explants initiaux mis en culture sans qu’il y ait

formation de cal. Ce processus est cependant rarement observé (Guedira, 1989).

» Embryogenese somatique indirecte : c’est un processus beaucoup plus fréquent et
au cours duquel la formation d’embryons nécessite une callogénése, caractérisée par
une activité cellulaire élevée. Dans ce mod¢le, la formation d’embryons se fait a

partir de cal.

c Principales étapes de ’embryogénése somatique

X/

% Initiation des cultures embryogénies par culture de 1’explant initial sur un milieu

contenant des régulateurs de croissance surtout I’auxine avec souvent des cytokinines.
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 Prolifération des cultures embryogénese sur milieu solide contenant une composition
en régulateurs de croissance similaire a celle de 1’étape précédente. Pour La
propagation a grande échelle, il est souvent préférable d’établir des suspensions
cellulaires (Von Arnold et al. 2002).

% Prématuration des embryons somatiques sur milieu généralement dépourvu de
régulateurs de croissance ce qui inhibe la prolifération cellulaire mais stimule la
formation des embryons et le début du développement (Von Arnold et al. 2002).

% Maturation des embryons somatiques par culture sur un milieu contenant de MS.

< Deéveloppement de plants sur milieu dépourvu de régulateurs de croissance.

0,7 mm
Zygote 2 cellules globulaire cordiforme cotylédonaire mature
J 1 ] 1 1
05 1 3 4 10 JAP
Formation du patron de I'embryon Croissance et maturation Phase de dormance
avec établissement des axes de I'embryon de I'embryon

apico-basal et radial

Figured: représentation schématique des principales phases du développement d’embryon

somatique (Siluéet al., 2010).

4. Haplo-diploidisation ou création de lignées pures

L’aplodiploidisation est une méthode utilisée pour fixer plus rapidement le matériel
génétique en cours de sélection. Elle repose sur 1’obtention de plantes haploides (n) a partir
des organes males ou femelles puis sur le doublement stock chromosomique. Ainsi le
sélectionneur va disposer de plantes diploides (2n) homozygotes ou I’ensemble du génome
est fixé. C’est donc une technique rapide de production de lignées pures en une seule étape
au lieu de 7 a 8 générations. Avec cette méthode la durée d‘un cycle de sélection est

raccourcie de 3 a 4 ans

De plus cette méthode permet d’observer I’expression aussi bien des genes récessifs que des

génes dominants.




1. Facteurs influencant la culture in vitro

Quelque soit la technique, la culture in vitro requiert des conditions de culture précises en
effet, il est indispensable de contrdler les conditions de température d’éclairement (durée et

intensité) et humidité relative.

1. La lumiere et la photopériode

La lumiere est un facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes. Elle est
indispensable au déclenchement et au bon déroulement de certains processus
morphogénétiques, L’intensité lumineuse nécessaire dépend de la durée de I’éclairement et
de la qualité spectrale de la lumiere recue par la culture. En effet selon Hussey et al (1981)
la longueur de jour affecte la vigueur et développement des proliférations ainsi que la

croissance des cals.

2. La température

La température est également un élément important lors de la pratique des cultures in vitro,

elle doit &tre en générale constante et régulée entre 20 et 25°C.
3. Milieu de culture

Les milieux de culture doivent étre constitués en genéral de sels minéraux de substances

organiques de phythormones et d’extraits naturels :

= | es éléments minéraux

Pour la plupart des plantes supérieures, les sels minéraux sont de 2 types :

e Les macroéléments (N, P, K, S, Mg et Ca) qui sont absorbés sous forme d’ions.

« Les micro-éléments ou oligo-éléments (B, Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, I, Fe), bien

qu’ils ne soient nécessaires a la plante qu’en faibles concentrations, leur rdle est essentiel.

= | es éléments organigues

o Le saccharose:

Le saccharose permet assurer la survie et le développement de 1’explant il est indispensable

d’ajouter une source d’énergie

18
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e Les vitamines:

L’emploi de diverses vitamines tels que : la thiamine, 1’acide nicotinique, la pyridoxine,

favorise fréquemment la croissance des tissus des cultures in vitro.

e Les phytohormones:

Ce sont des substances indispensables au bon démarrage et a I’entretien des tissus végétaux
des cultures in vitro, les régulateurs naturels de croissances des végétaux, appelés aussi
hormones de croissance, se repartissent actuellement en cing groupes : AuXxines,
Cytokinines, Gibbérellines, Acides abscissiques, Ethylenes. Ces substances de croissance

peuvent agir en synergie ou en antagonisme.

Importance de la technique de culture in vitro chez I'arganier

et le blé dur

1. Généralités

En guise de conclusion de cette partie bibliographique, on a soulevé I’'importance de la
culture in vitro comme étant un outil de biotechnologie permettant d’une part la
multiplication en masse des espéces d’intérét pour leur sauvegarde et leur réhabilitation
(come chez I’arganier) et d’autre part I’introduction des génes d’intérét a savoir les génes de
tolérance a la sécheresse chez les lignées sélectionnées (comme le cas de blé avec le HVAL).
En effet, L’arganier (Argania spinosa. (L.)) est un arbre endémique du Sud-ouest Marocain
ou il représente la deuxieme essence forestiere. Il est connu par ses intéréts économiques,
¢cologiques et environnementaux. Malgré son importance, 1’arganeraie Marocaine régresse
en termes de superficies et de densité ce qui impose des programmes urgents de
reboisement. La régénération naturelle ne pouvant a elle seule assurer la reconstitution de
cette espece, 1’application de la micropropagation par la culture in vitro s’avére donc
nécessaire.

Pour ce qui est du blé, il présente un enjeu économique important. 1l occupe le premier rang
au Maroc (FAO stat, 2010). Cependant sa demande ne cesse de s’accroitre avec
I’augmentation de la population, raison pour laquelle I’amélioration de la productivité de
cette culture est un sujet d’actualité afin de créer des variétés plus productives et plus
adaptées. La culture du blé au Maroc est confrontée a plusieurs contraintes telles que la
sécheresse de plus en plus fréquente. Le transfert de la résistance a la sécheresse via les

approches traditionnelles reste limité (Patnaik et Khurana, 2003). Toutefois, la
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transformation génétique permet I’acquisition de cette tolérance tout en surmontant les
difficultés liées a I’amélioration classique.
Ainsi notre objectif s’est focalis¢ sur D’initiation aux techniques biotechnologiques,

notamment, la micropropagation de 1’arganier et I’embryogénése somatique chez le blé dur.

2. Quelques données sur les especes étudiées
a. Arganier

L’arganier [Argania spinosa (L.) Skeels)] est un arbre endémique du sud-ouest Marocain.
C’est un arbre multi-usage, qui constitue une ressource primordiale pour les populations de
cet espace semi-aride et aride du Maroc. Il constitue la clef de voite de I’agro-écosystéme
traditionnel de 1’arganeraie qui produit de 1’huile a forte valeur ajouté et peut étre utilisé
dans I’¢laboration de produit cosmétiques. Par ailleurs, il sert également de fourrage pour les
animaux. Cet écosystéme repose sur un équilibre entre ressources et exploitation humaine, et

joue également un réle important dans la lutte contre la désertification et 1’érosion.

En effet, en moins d'un siécle, plus de la moitié de 1’arganeraie marocaine a disparu et sa
densité moyenne est passée de 100 a 30 arbres par ha (Charrouf, 2007). Cette dégradation
est essentiellement due aux facteurs anthropiques (démographie, agriculture intensive, a la
coupe du bois pour des besoins de chauffage, pastoralisme) et les changements climatiques
globaux (succession et allongement des périodes de sécheresse).

Compte tenu d’une part de I’importance que peut revétir la culture de 1’arganier sur le
plan économique, écologique et social pour le pays et d’autre part de la situation chaotique
et désastreuse dans laquelle se trouve actuellement ’arganeraiec Marocaine (Situation
pouvant entrainer sa déperdition), 1’élaboration d’une stratégie nationale pour la

conservation de 1’espéce en question s’avere indispensable.

Figure 5 * fruits d’rganier Figure 6 : arbre d’afgane
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b. Blé dur

Le blé est une monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre Triticum.
Cette plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé dur (Triticum
durum) est une espece plus cultivées dans le monde

La production du blé est une activité agricole majeure qui a une implication importante sur
I'économie nationale du Maroc. En moyenne, environ 3 millions hectares du blé sont
cultivés annuellement au Maroc avec 2 millions hectares du blé tendre et 1 million hectares
du blé dur (USDA, 2014). La superficie moyenne occupée par les fermes est moins que 5 ha,
impliquant que la plupart de production du blé est entreprise par des pauvres fermiers avec
de petites participations. Environ 94% de la superficie totale et 74% de la production se
trouve dans les zones pluviales (Dahan et al., 2012). La production totale du blé en 2015
atteint 8 Mt, cette valeur a connu une augmentation par rapport a ’année 2014, dont la

quantité était de 5 M.

s 2 A
Figure 7 : graines de blé dur
L’embryogenése somatique est pratiquée pour avoir des cals embryogénése ou des

embryons pour permettre I’amélioration génétique et dépasser les limites de cette espéce.

C. Cassification scientifique

e C(lassification d’arganier

v' Embranchement : Phanérogames
v Sous embranchement :  Angiospermes
v Classe Dicotylédones
v Sous —classe Gamopétales

v" Ordre Ebénales

v' Famille Sapotacées

v' Genre Argania

v Espéce Argania spinosa L




e Classification de blé dur

v

AN N NN Y U N NN

Régne
Sous-regne
Division
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Sous-famille
Genre

Espéce

Plantae

Tracheobionta
Magnoliphyta
Liliopsida
Commelinidae
Cyperales
Poaceae
Pooideae
Triticum

Triticum turgidum




Partie 1l
Materiel et methodes
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Matériel végetal

Le matériel végétal utilis€¢ dans ce travail correspond a des graines matures d’arganier, qui
ont été récoltées au Maroc dans la région d’Essaouira, au village de R’zwa (est une région
située & 15 Km au sud de la ville d’Essaouira, sa nature du sol est essentiellement sableuse).
Les collectes ont été faites par les chercheurs du laboratoire dans le cadre du projet
arganier/INRA.

Le matériel végétal utilisé pour le blé dur est sous forme des embryons mis en culture
dans des milieux d’induction auxquels on ajoute différentes concentrations de différentes

hormones, utilisant des variétés existants au laboratoire

Méthodes

1. Multiplication végétative de I’arganier
a. Préparation des amandes

Pour récupérer les amandes, les fruits d'argan passent par une série d'opérations :

e La récolte des fruits : Les fruits récoltés doivent étre sains et matures,

e L’épluchage du fruit : ils ont été épluchés pour séparer la pulpe de la noix. Cette derniére a
été lavée dans 1'eau de robinet contenant un peu de I’eau de javel, séchée au soleil, et
stockée dans un réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur utilisation,

e Le concassage de la coque : les noix d’arganier ont été cassées a l'aide de deux pierres,

pour récupérer les amandes (figure 8)

Figure 8 : les amandes d’arganier




b. Stérilisation des amandes

Les amandes prélevées des graines matures ont été désinfectées pendant 1 min avec
de I’éthanol a 70 % avant d’étre immergés durant 15min dans une solution
d’hypochlorite de sodium (eau de javel) diluée a 20 % et additionnée de quelques
gouttes de Tween 20 .Ces amandes ont ensuite été rincés trois fois a I’ecau distillée
stérile (E.D.S).Les tissus de D’arganier sont trés sensibles a un phénomene de
brunissement dd aux poly phénols. Pour surmonter cette difficulté, les amandes ont
été trempées pendant une heure dans une solution anti-oxydante contenant 2g/l de

Polyvinylpyrrolidone (PVP) stérile.

C. rmination rain

Les amandes ainsi préparées ont été mis a germer dans des bocaux contenant un milieu de
culture MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962) dilue de moitié, a eté utilise comme milieu de
base pour produire des plantules, puis les cultures ont été maintenues a 1’obscurité et avec

une température de 25 + 1°C.

d. Mise en culture

Les plantules obtenues apres 30 jours de culture, ont été découpées en morceaux dans les
conditions stériles sous la hotte. Elles ont été utilisées comme source d’explant juvénile tels
que : cotylédons inférieur (Coty inf.) (0,5 cm de diametre), cotylédons supérieur (Coty sup)
(0,5 cm de diametre), epicotyle (epi) (0,5 cm de longueur), hypocotyles (hypo) (0,5 cm de
longueur), racines (R) (0,5 cm de longueur).

Epicotyle
Cotylédon supérieur

Cotylédon inférieur

Hypocotyle

Racine

Figure 9 : Plantule d’arganier apres quatre semaines de culture en milieu MS/2

25
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Les déferents explants ont été déposés sur les boites de pétri contenant un milieu de base
MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962). Additionnées des concentration en hormones de
croissance

La culture ensuite été scellée, a I’aide d’un parafilm, pour éviter les contaminations

Aprés la mise en culture, elle a incubées sous une photopériode de 16h de la lumiere et 8h

d’obscurité avec une intensité lumineuse de 100 uyM.m~2.s~1 et a une température de

25 = 1°C (figure 10)

Figure 10 : les différentes étapes de la mise en culture de I’explant

e. Stérilisation des instruments
Tous les instruments métalliques (pinces, scalpel...) ou verreries (Béchers, bocaux, tubes de
culture...) ont été enrobés avec du papier aluminium, et mis a 1’autoclave a une température
de 121° C pendant 20 min. Au cours des manipulations les instruments métalliques ont été

désinfectés par 1’alcool a bruler, puis passés a la flamme du bec Bunsen.

Autoclave : sert a la stérilisation étuve :sert a conservé des milieux de la culture Des

milieux de culture et du matériel dans ’obscurité

SR
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Hote a flux laminaire : travail en condition aseptiques

Figure 11: Matériel utilisé pour la stérilisation

2. Embryogéneése somatique du blé dur

a. Stérilisation du matériel végétal

Les graines ont été collectées 12-16 jours apres 1’anthése, elles ont stérilisées par lavage
dans I’éthanol 70% pendant 3 min Rincées dans javel avec une goutte de tween 20 pendant

une période de 15 min Elles ont été rincées 3 fois a 1’eau distillée stérile

b. Excision des embryons et mise en culture

L’embryon zygotiques ont été prélevés sous la loupe dans un environnement leurs axes ont
été Otés pour empécher la germination précoce.les embryons ont été placés dans de boites de
pétri contenant le milieu d’induction MS. le a été solidifié par 2,5g de phytagel.le PH a été
ajust¢ a 5,7 avant la stérilisation a 121°C a D'autoclave pendant 20min. L hormone

peclorame a été stérilisée par filtration et ajoutée au milieu apres refroidissement.

c. Condition de la culture

Les boites de pétri ont ét¢ incubées a I’obscurité a 25°C. Pour les expériences de
transformation génétique. Les embryons dont les cellules ont présenté une division rapide,

aprés 3-5 jours d’incubation ont été sélectionnés

d. Régénération des cals d’embryogénése somatique

Le milieu de régénération et composé du milieu MS supplémenté de 100mg de Myo-
inositol, et 30 g de saccharose .Le milieu a été solidifié par 3 g de phytagel.le pH ajusté a 5,7
avant la stérilisation a 120°C a L‘autoclave pendant 20 minutes. Le BAP a été stérilisée par
filtration et ajoutée au milieu apres refroidissement.

Les plants régéneérés ont été transférés au milieu d'enracinement (1/2 MS).




Partie |11

Reésultat et discussions
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1. Multiplication de I’arganier

L’objectif de cet essai est de développer un protocole de régénération in vitro efficace et
reproductible d’Argania spinosa.L. Des explants issus de cotylédons, d’épicotyles,
d’hypocotyles et de racines prélevés a partir des amandes germées in vitro pendant 30 jours
ont été mis en culture sur milieu Murashige and Skoog (MS) additionnés avec différentes
concentrations et combinaisons de 6 - benzylaminopurine (BAP), Acide indole-3-butyrique
(AIB) et la kinétine (Kin).

Les résultats préliminaires ont montré que parmi les différents explants (épicotyles,
hypocotyles, cotylédons, racines) mis en culture, seuls les épicotyles ont régénérés des
pousses tandis que les autres types ont formé des cals ou des racines ou bien ils finissent par
se nécroser (Figure 12). Des bourgeons se forment a partir des épicotyles dans les dix
premiers jours de culture, puis se développent en pousses de 0.5 a 1 cm de longueur.

Figure 12 : Organogenése de I’arganier : Formation des cals et des racines sur cotylédons et

les hypocotyles a et b. Induction des bourgeons et apparition des pousses c et d

2. Embryogenese somatique
a. Induction de ’embryon
Les premiéres observations faites montrent que les embryons excisés et mis en culture dans
un milieu MS additionné de 1’auxine Peclorame au lieu de 2,4D ont montré un bon
développement en cals (figure 13). Ces cals embryogénes ont été transférées au milieu de

régénération.
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Embryons excisés sur milieu d’induction Formation des cals et des racines
blé dur apres 5jr de I’incubation

Figure 13 : Induction des cals embryogénes

Le pourcentage de régénération seranoté aprés quelques semaines de culture. Plantules

escomptées a régénérer (figure 14)

Figure 14 : Plantules régénérées par embryogénése somatique

b. Principes étapes d’embryogénése somatique
L’embryogenése somatique est un processus dans lequel se développe un embryon
somatique avec une structure bipolaire, identique a I’embryon zymotique
Genéralement I’embryogenése somatique comprend cing étapes :
- Initiation des cultures embryogénes,
- Prolifération des cultures embryogeénes,
- Expression des embryons somatiques,
- Maturation des embryons somatiques,

- Conversion des embryons en plantules.
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Lors de notre étude, nous nous sommes focalisés sur les deux premieres étapes de

I’embryogenése somatique du fait que la durée du stage ne permet pas d’observer d’autre

étapes.
c. Morphologie des embryons durant différentes phases de I’embryogenése
somatique

La premiére phase de I’embryogenese somatique est la phase d’induction, a la fin de cette
phase on remarque un gonflement au niveau de la majorité des embryons mis en culture ce
qui indique leur adaptation au milieu et leur préparation a donner des cals (Figure 15 : A).
Cette phase dure 5 jours.

La phase de prolifération est la deuxieme phase de I’embryogenese somatique, a sa fin on
constate que la plupart des embryons ont donné des cals. Ces cals sont de couleur blanchatre

(Figure 15 : B). Cette phase dure une semaine.

Gonflement




Conclusion Générale

Nous avons essayeé, dans ce travail, de déterminer la composition hormonale du milieu de
culture qui pourra engendrer une régénération d’Argania spinosa. Il nous a paru nécessaire
de tester le plusieurs milieux possible avec différents combinaisons hormonales, pour avoir
plus de chances de trouver la composition du milieu qui induit & la formation des pousses et

par la suite la réussite de la culture in vitro de 1’arganier.

En ce qui concerne le blé dur, la technique d’embryogenése somatique peut étre avantageuse
du fait qu’elle permet potentiellement 1’obtention de nouvelles plantes saines a partir de
cellules somatiques dans un temps court. Et I’introduction des génes d’intérét a savoir les génes

de tolérance a la sécheresse chez les lignées sélectionnées
Ce stage de courte durée était une opportunité trés intéressante pour approfondir mes

connaissances acquises au cours de ma formation dans le domaine de biotechnologie et ce

en pratiquant les différents techniques de culture in vitro.
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ANnexes

Annexe1l: composition d’un litre de milieu MS

Elément Concentration en 500ml

Macro éléments

KNO; 38¢

NH,NO; 33g

MgSQO,, 7H,0 7,49

KH,PO, 3,49

Micro élément

KI

MnSO; ,4H,0 0,1669

H,BO; 4,469

Na,MO ,2H,0 1,249

ZnSQO4,7H,0 0,05¢
1,729

Vitamine MS

Dans 50ml d’eau distillé on ajoute : 25mg

Nicotine acide 25mg

Pyridoxine 5mg

Thiamine

Glycine oM

Solution ferrique :

FeSO, ,7H,0 2,189

NaEDTA, 2H,0 3,739




Annexe 2 : préparation de milieu MS

Elément Concentration 1g/I
Sl 25ml

Sl 2,5ml

CaCl,, 2H,0 25ml

Solution ferrique 10ml

Myo-inositol 100mg

sucrose 30g

Annexe 3 : préparation de milieu MS/2

Elément Concentration 1g/
Si 12,5ml

Sl 1,25ml

CaCl, 12,5ml

Solution ferrique 10ml

Myo-inositol 100mg

sucrose 30g

pH 5758

agar 89

Phytagel 2,59




