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Résumé

L’objectif de la présente contribution visait a régénérer in vitro une plante sauvage qui
fait partie des plantes médicinales que posséde 1’Algérie. La plante en question est carthamus
caeruleus L, une espéce spontanée tres utilisee en médecine traditionnelle Algérienne pour
soigner les brulures. La présente étude ambitionnait donc de régénérer in vitro de plantes
entiéres de carthamus caeruleus L selon deux modes de multiplication : le microbouturage et

I’organogenése.

Concernant le microbouturage, deux types d’explants ont été testés : les apex de tiges
et les segments de nceuds. Chez Carthamus caeruleus L, c’est I’adjonction de la KN secule
dans le milieu, aux doses de 1 mg/L, que les meilleurs taux de reprise (pour les apex) et taux
de débourrement des bourgeons (pour les segments de nceuds) ont été obtenus. De méme pour

I’¢longation des tiges (2,01 cm avec les apex et 2,56 cm avec les segments de nceuds).

Sur les milieux dits d’enracinement, s’est plutot la callogenése qui s’est déclenché au

niveau de la base des tiges transférées au lieu des racines.

Pour I’organogencse, les meilleurs résultats obtenus sont ceux liés a la callogenése.
Nous avons relevé que les fragments de feuilles présentent de bonnes aptitudes callogénes
comparativement aux explants de tiges. L’induction de la callogenése se trouve fortement
stimuler lorsque les cytokinines sont combinées aux auxines. Les meilleurs taux de

callogenése (100 %) sont obtenus avec les mélanges (ANA * BA).

Pour la caulogenese et la rhizogenése, aucun résultat n’a été décelé quel que soit

I’explant ou le milieu de culture, utilisés.

Mots clés: Carthamus caeruleus L, Régénération in vitro, Microbouturage,
Organogenése, Callogenése.



Abstract

The objective of this paper was to regenerate in vitro a wild plant that is part of
medicinal plants in Algeria. The plant in question is carthamus caeruleus, a spontaneous
species very used in Algerian traditional medicine to treat burns. Therefore, this study aspired
to regenerate whole plants in vitro toothed carthamus caeruleus L multiplication in two

modes : micropropagation and organogenesis.

Concerning the micropropagation, two types of explants have been tested : the apex of
stem and the segment of nodes. In carthamus caeruleus L it is the addition of the KN only in
the medium, at doses of 1 mg / L, than the best recovery rate (for apex) and rate of bud burst
(for nodes segments) were obtained. Similarly to stem elongation (2.01 cm with the apex and

2.56 cm with the segments of nodes).

On the rooting media, it is rather the callogenesis that broke at the base of the stems

transferred instead of roots.

For organogenesis, the best results are those related to the callogenesis. We found that
the leaves of fragments have good skills callogénes compared to stem explants. Induction of
callus formation is strongly stimulate when cytokinins are combined with auxins. Best
callogenesis rate (100%) are obtained with the mixtures (NAA * BA).

For caulogenesis and rhizogenesis, no results were found regardless of the explant or

culture medium used.

Keywords: Carthamus caeruleus L, Regeneration in vitro, Microbouturage, Organogenesis,

Callogensis.
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Introduction

Introduction

Une population bien nourrie et bien soignée est un facteur déterminant de la croissance
économique d'un pays donné. La santé produit une amélioration des capacités individuelles de
développement personnel, ceci tant au plan physique, qu’intellectuel et émotionnel (OMS,
2001).

Pour se soigner, les patients des pays développés ou ceux en voie de développement
font souvent recours a la médecine conventionnelle a cause de son efficacité. Néanmoins,
malgré son efficience, cette voie thérapeutique présente quelques inconvénients comme les
effets indésirables, qu’elle peut engendrer et aussi son codt qui reste relativement élevé pour

les usagers.

Actuellement, de nombreux patients font recours & la médecine traditionnelle (MT)
pour satisfaire des besoins en soins de santé primaire. Elle est utilisée par I’homme depuis la
nuit des temps et toutes les grandes civilisations anciennes (Chinoise, Indienne, Egyptienne,
Grec, Romaine, etc.) ont eu recours a ce savoir-faire traditionnel pour se soigner (Viguier,
2006).

D'aprés une estimation de 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), plus de 80 %
de la population en Afrique utilise la médecine traditionnelle (MT) comme principale source
de soins et de santé primaires (OMS, 2013). Cette tendance a aller vers la médecine
traditionnelle connait un grand succes méme dans certains pays immergeant, tels I’Inde et la
Chine. En effet, environ 65 % de la population rurale Indienne et 40 % de la population
chinoise, utilisent la médecine traditionnelle a des fins thérapeutiques (OMS, 2003). Compte
tenu de I’efficacité de la MT, ’OMS fait des efforts considérables pour convaincre les pays

membres a I’intégrer dans leurs politiques de soins de santé.

Comme la MT repose a hauteur de 80 % sur ’utilisation de plantes médicinales, de
nombreux pays, planchent actuellement en collaboration avec les experts de I’OMS pour
mettre au point des techniques, pour contrdler et garantir une bonne qualité, une efficacite et

une innocuité des produits faits a base de plantes.



Introduction

Il existe dans le monde environ 20 000 espéces vegétales utilisées a des fins
thérapeutiques. Selon I’OMS, prés de 6 377 espéces de plantes sont utilisées en Afrique, dont
plus de 400 sont des plantes médicinales (représentant 90 % des plantes utilisées en médecine
traditionnelle) (Diallo, 2005).

L’Algérie compte parmi les pays riches en ressources phytogénétiques a intérét
médicinales et aromatiques dans le bassin méditerranéen. On dénombre a plus de 300
especes a usage aromatique et médicinal, existant parmi les 3150 espéces végétales que

compte notre pays (Tetenyl, 1985).

Carthamus caeruleus L fait partie de ces ressources phytogenétiques Algériennes a
intérét médicinal, qui poussent a 1’état sauvage. Elle est connue dans le Nord algérien sous

son nom vernaculaire Berbéro- Arabe « Maghress guerss ».

L’extrait de rhizome du Carthamus caeruleus L est utilisée en Algérie, en médicine
traditionnelle comme cicatrisant. Il contribue a soigner les brulures (anti brdlure). La richesse
de cette plante en polyphénols lui confére une grande activité antioxydante. Les graines sont
riches en amidon et en huile. 1l présente aussi un pouvoir réducteur équivalent a 85 mg de
vitamine C/100g de masse fraiche mais il ne présente pas de propriétés antibactériennes
(Hamadi et al., 2014).

C’est dans le cadre d’un projet de recherche visant la promotion et la préservation des
plantes médicinales spontanées de notre pays que s’inscrit la présente étude. C’est une
premiere contribution qui ambitionne de régénérer in vitro 1’espece Carthamus caeruleus L.
Nous comptons arriver a regénérer cette espece via deux voies de micropropagation a savoir :

le microbouturage et I’organogenése.



Chapitre | Généralités sur Carthamus caeruleus L

I.1.Présentation des Astéracées

La famille des astéracées (anciennement appelées Composées ou Synanthérées)

comprend pres de 1500 genres et pas loin de 26 000 especes dont 750 endémiques.

C’est une famille trés importante dans le régne végétal. Elle est présente dans toutes
les régions du monde principalement dans les régions tempérées et a I'exception des poles,
dans notre territoire elle renferme 408 especes réparties en 109 genres (Quezel et Santa,
1963 ; Barkely et al., 2006).

Les astéracées peuvent étre annuelles, bisannuelles ou vivaces. On y trouve surtout des
plantes vivaces et a feuilles alternes. Dans la grande majorité des cas, les astéracées sont des
plantes herbacées mais elles sont également représentées par des arbres, des arbustes ou des

lianes, certaines sont également succulentes (Barkely et al., 2006).
I.1.1.Classification botanique
Selon la classification APG I, (2009) :
** Regne : Plantae.
** Embranchement : Spermatophyta.
** Sous-embranchement : Angiospermes.
** Classe : Dicotylédones.
** Sous classe : Gamopétales.
** Ordre : Astérales.
** Famille : Astéracees.

** Sous familles : les tubuliflores ou carduacées, les liguliflores ou chicoracées, les

labiatiflores et les radiées ou corymbiféres.



Chapitre | Généralités sur Carthamus caeruleus L

1.1.2.Description botanique

Les astéracées ont la caractéristique d’avoir des fleurs regroupées en capitules, c¢’est-a-
dire serrées les unes a coté des autres, sans pédoncule, sur I’extrémité élargie d’un rameau ou
d’une tige et entourées d’une structure formée par des bractées florales appelée involucre. Les

fleurs, appelées aussi fleurons, sont caractérisées par leurs anthéres soudées.

Les pétales sont soudés et forment un tube court suivi d’une languette allongée dans
le cas de fleurs ligulées, ou un long tube entourant les anthéres et le style dans le cas des
fleurs tubulées, I’extrémité des pétales pouvant alors étre libre. Le capitule peut étre formé
uniquement de fleurs tubulées (artichaut), uniquement de fleurs ligulées (pissenlit), ou de
fleurons périphériques ligulés entourant un disque de fleurons tubulés (marguerite) (Barkely
et al., 2006).

Le fruit des Astéracées est un akéne, généralement surmonté d’un Pappus (une aigrette
de soies correspondant au calice persistant). Le but du Pappus est de favoriser la dispersion
des graines par le vent (anémochorie). Les feuilles des astéracées sont généralement alternes,

simples, mais chez certaines espéces elles peuvent étre divisées.

De trés nombreuses astéracées sont cultivées dans les jardins pour leurs fleurs, soit
comme plantes ornementales, soit pour étre destinées a 1’industrie des fleurs coupées:
achillées, bleuets, dahlias, gaillardes.... D'autres astéracées sont consommées comme
I’artichaut, la laitue, le tournesol... Certaines astéracées sont toxiques ou hallucinogenes
comme par exemple Artemisia mexicana. Cependant, d'autres astéracées possédent des vertus

médicinales remarquables : armoise, camomille... (Barkely et al., 2006).
1.1.3.Applications médicinales des Astéracées

La famille des astéracées est couramment en vedette dans des revues médicales grace
surtout aux lactones sesquiterpéniques qu’elle contient. Ces composé€s phytochimiques sont

une cause importante de la dermatite de contact (Bellakhdar, 1997).

La famille des Asteracées est largement utilisée en médecine populaire pour guérir bon

nombre de maladies :
» Arnica montana: Arnica — vulnéraire.

« Artemisia annua: Armoise (artémisine) — antimalarique.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Artichaut
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» Chamaemelum nobile: Camomille romaine — antispasmodique, digestif.
 Matricaria recutita: Camomille vraie — dermatologie (externe).

* Silybum marianum : Chardon Marie — hépatoprotecteur.

 Tanacetum sp: Pyréthre — insecticide.

* Tussilago : Tussilage — pectoral.

L’utilisation thérapeutique majeure des astéracées est due essentiellement a leurs

activités anti inflammatoires et antimicrobiennes.
1.2. Présentation de genre Carthamus

Le genre botanique Carthamus regroupe des plantes de la famille des Astéracées (ou
Composées) et comprend environ 29 especes qui se rencontrent en région méditerranéenne,
jusqu'en Asie. Ce sont des plantes annuelles ou vivaces, le plus souvent trés épineuses
(Mioulane, 2004).

1.2.1.Description botanique

Les fleurs se regroupant en inflorescences de type capitules. Elles sont tubuleuses,
égales, tous hermaphrodites. Involucre globuleux ou ovoide, constitué par des bractées
foliacées et tres épineuses, imbriquées sur plusieurs rangs, acuminées et inermes, ou les
intérieures comportant un appendice finement découpé ou entier et les extérieurs pectinées-
ciliées (voir fig.1: (1)). Le réceptacle est élargi en plateau, tres paléacé. Les fruits sont des
akenes quadrangulaires ou rarement trigones, a angles saillants ou non (fig.1 : (6)). Aigrette
nulle ou constituée par des paillettes ou des soies non plumeuses, simple ou double (Quezel et
Santa, 1963).
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1.2.2. Les différentes especes de Carthamus en Algérie
Selon Quezel et Santa, (1963), le genre Carthamus en Algérie comprend 09 espéces :
1.2.2.1. Carthamus lanatus L.

Plante annuelle ou bisannuelle, de 10-60 cm ou plus, odorante, pubescente, aranéeuse

et un peu visqueuse.

Tige dressée, rameuse au sommet et a rameaux étalés. Feuilles coriaces, glanduleuses-
visqueuses, épineuses sur les bords, fortement nerviées, pennatipartites a divisions incisées ou
dentées. Capitules solitaires au sommet de la tige et des rameaux, aranéeux. Involucre
supplémentaire a bractées étalées, épineuses et trés vulnérantes, linéaires acuminées. Corolles
jaunes. Akenes tres gros, quadrangulaires, a 4 cotes saillantes et a faces rugueuses, les
périphériques chauves et les intérieurs a longue aigrette; tous a bord du disque denticulé
(fig.1: (6)) (Quezel et Santa, 1963).

1.2.2.2. Carthamus arborescens L.

Plantes vivaces ou suffrutescentes, puissante (60-150 cm), pubescente-glanduleuse et
fétide. Tiges rameuses, dressées. Feuilles vert, coriaces, sinuées-pinnatifides, inégalement
dentées. Epineuses et fortement nerviées; les caulinaires sessiles et amplexicaules. Capitules
gros (3 cm de large sur 4 de long), solitaires au sommet des rameaux. Involucre
supplémentaire a bractées épineuses, inermes et acuminées. Corolles jaune safran. Akénes
bruns, trés rugueux, a rebord du disque denticulé, a angles trés saillants (fig.1: (7)), les
extérieurs trigones, les intérieures tétragones. Aigrette fragile et caduque. On les trouve dans
les collines du littoral (Quezel et Santa, 1963).

1.2.2.3. Carthamus helenioides

Plantes vivaces, puissante + élevée (30-100 cm). Tige dressée, simple ou rameuse et
striée. Feuilles glabres et coriaces, ovales lancéolées et fortement nerviées, entiéres ou a
peine denticulées a I'exception parfois des toutes derniéres; les inférieures pétiolées et les
supérieures amplexicaules. Fleurs jaunes. Gros capitules de 4-5 cm de diametre, ombiliqués et
portés par un pédoncule épaissi. Involucre supplémentaire tres grand, foliacé a bractées

ovales-lanceolées et finement denticulées (Quezel et Santa, 1963).
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Involucre proprement dit a bractées pectinées-ciliées, avec ou sans mucron, les
dernieres entiéres se terminant en appendice cilié et scarieux (fig.1: (1)), akenes trés lisses
dans le bas et arrondis au sommet (ou ils sont parfois £ rugueux) (fig.1: (5)). Elle est

trouvée dans les lieux argileux (Quezel et Santa, 1963).
1.2.2.4. Carthamus strictus

Plante en touffes a tiges gréles, simples ou peu rameuses. Les feuilles caulinaires, tres
caractéristiques, condupliquées, étalées, fortement épineuses et toutes pennatipartites, a
rachis étroit et segments trés distants (fig.1 : (3)). Les capitules sont cylindriques, médiocres.
Les Corolles sont bleu-pale ou blanchatres. Les fleurs peuvent étre de coloration bleuétre,
blanchatres ou purpurines. Les akénes sont blancs, tétragones, de 5 mm, tous a aigrette

rudimentaire. On les trouve dans les montagnes élevées (Quezel et Santa, 1963).
1.2.2.5. Carthamus multifidus

Plante plus puissante (40-100 cm). Les feuilles sont radicales en rosette, grandes (15-
30 cm), pétiolées, entieres ou (le plus souvent), pennatipartites, spinescentes; les supérieures
sessiles, ovales-lancéolées, fortement dentées-épineuses. Bractées extérieures et moyennes,
de I'involucre proprement dit a tres long mucron spinescent. Corolles bleues. Capitules plus
petits (1,5-2 cm de large sur 2 cm de long), disposés en corymbe ovoide. Akenes égalant
environ l'aigrette, grands (7 X 4 mm), a cotes peu marquées, luisants (fig.1: (5)). On les
trouve dans les steppes, paturages pierreux des montagnes arides (Quezel et Santa, 1963).

1.2.2.6. Carthamus pectinatus

Les feuilles sont toutes indivises, dentées-épineuses, pétiolées, pectinées et acuminées
en épine vulnérante, régulierement décroissante (fig.1 : (4)). Les tiges sont rameuses dans le
haut, rigides et dressées. L’involucre supplémentaire est a bractées inégales et sur plusieurs
rangs, atténuées en pointe foliacée épineuse au sommet et bordée de cils épineux pectinés.
Les corolles sont bleuatres. Les graines sont des Akénes périphériques chauves; ceux du
centre & aigrette normale. On les trouve dans les foréts claires, paturages pierreux (Quezel et
Santa, 1963).
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1.2.2.7. Carthamus carthamoides

Plante pubescente-aranéeuse dans le haut, a tiges ascendantes et peu élevées. Feuilles
radicales pétiolées et pennatiséquées; les moyennes pinnatilobées, les supérieures ovales-
lanceolées et sessiles. Involucre supplémentaire a bractées disposées sur plusieurs rangs,
inégales, a base coriace, s'atténuant en pointe foliacée-épineuse au sommet, bordées de forts
cils épineux et pectinés (dans les toutes intérieures) (fig.1: (2)). Corolles bleues. Akénes
périphériques chauves; ceux du centre soit chauves, soit a aigrette réduite a quelques soies
(Quezel et Santa, 1963).

1.2.2.8. Carthamus calvus

Plante variable a feuilles soit pinnatifides, soit entieres (mais dans ce cas inermes ou a
peine denticulées). Involucre supplémentaire a bractées foliacées, dentées-épineuses,
fortement pliées en gouttiere suivant la nervure dorsale. Akénes centraux a aigrette soit
marquée, soit totalement ou presque totalement absente. On les trouve dans les champs et

rocailles calcaires (Quezel et Santa, 1963).
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Feuilles pectinées ciliées, involucre.
Involucre supplémentaire

Feuilles caulinaire étalées

Feuilles acuminées en épine vulnérante
Akénes a coté peu marquees

Akeénes quadrangulaire

Akeénes a rebord denticulé

No o,k wdE

Figure 1 : Quelques aspects des feuilles, des involucres et des akenes, des espéces de

Carthamus (Quezel et Santa, 1963).
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|.3.Carthamus caeruleus L (La carduncelle bleue).

1.3.1. classification botanique

Selon Quezel et Santa, (1963) :

** Regne : Plantae

** Famille : Asteraceae

** Sous famille : Carduoideae

** Classe : Cardueae

** Sous classe : Centaureinae

** QOrdre : Asterales

** Genre : Carthamus

** Espéce: Carthamus caeruleus L

** Synonyme : Carthamus caeruleus L /Carduncellus caeruleus L/ Kentrophyllum

caeruleum/ Onobroma cearuleus L
** Nom arabe : Merghres Ghers, Kenjdar, Gergaa, Qartum

** Nom berbere : Amegresdes

1.3.2. Description botanique

La carduncelle bleue est une plante vivace, de 20-60 cm. Tige ascendante simple ou
tres peu rameuse. Feuilles glabres ou pubescentes, fortement nerviées, a contour ovale ou
lancéolé ; les inférieures pétiolées, dentées ou lyrées-pinnatifides, les supérieures sessiles-
amplexicaules ou dentées-épineuses. Involucre proprement dit a bractées externes ciliées-
pectinées, inermes; les internes a appendice fimbrié. Avec des capitules bleus violets, gros
(3 cm de large sur 3-4 de long), solitaires au sommet de la tige et des rameaux, globuleux ou
ovoides. Akenes nettement plus courts que l'aigrette (environ 2 fois), subglobuleux ou
obscurément tétragones, glabres et blanchatres. Corolles bleues. On les trouve dans les

champs et les lieux incultes (Quezel et Santa, 1963 ; Balmey et Grey-Wilson, 2000).
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Figure 2 : Planche botanique du Carthamus caeruleus L (a), I’état juvénile (b), tige
feuillée (c), fleur (d), rhizome (e) et graine de la plante (f).
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1.3.3. Distribution géographique

C’est une espéce peu commune qu’on peut rencontrer dans les terrains maigres de
Provence et de Corse. Elle préfére les lieux secs et ensoleillés du bassin mediterranéen, elle
est originaire du Sud-Ouest d’Asie, d’Orient, mais répandues depuis dans le reste de 1’Asie,
en Afrique du Nord, en Australie méme dans les deux Amériques, ainsi qu’en Europe
(Boullard, 2001 ; Mioulane, 2004).

1.3.4. Composition phytochimique du rhizome

Le rhizome de Carthamus caeruleus L est largement utilisé sous forme de pommade
pour le traitement de brilures cutanées. Le rhizome est particulierement riche en amidon (0,23
+ 0,01 g de masse humide) et en matiere grasse (8,0 = 0,9 g) dont des stérols révélés par
CGMS ( Hamadi et al., 2014).

De plus, la teneur en saponine, substance a activité hormonale reconnue, est de 0,041 g
de masse humide, dépassant de loin celle de certaines plantes médicinales usuelles dont le
ginseng. Concernant I’activité antioxydante, I’extrait aqueux de Maghress guerss présente un
pouvoir réducteur équivalent a 0,85 mg de vitamine C/g de masse humide (tableau 1 et 2)
(Hamadi et al., 2014).

Les cremes élaborées selon deux formules traditionnelles (a chaud et a froid)
présentent des effets similaires a celui de Biafine® (pommade de pharmacie). Un test réalisé
sur un volontaire a confirmé I’efficacité¢ de la créme ¢€laborée pour le traitement de brilures
cutanées pour lesquelles la plante est destinée dans la médecine traditionnelle (fig. 3) (
Hamadi et al., 2014).
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Tableau 1 : Quelques indices biochimiques du rhizome du Carthamus caeruleus L (Hamadi

etal., 2014).

Parametres Teneur moyenne

Humidité (%) Rhizome conservé : 18 + 1,52
Rhizome frais : 60 + 0,80

PH 5,38 = 0,07

Lipides (%) 8+0,9

Amidon (%) 22,82 +1,33

Polypheénols totaux (mg/ml) 2,85

Saponines (%) 4,06 £0,71

Pouvoir réducteur (mg vit. C/100 g) 85

Tableau 2 : Caractérisation phytochimique qualitative de 1’extrait du rhizome de Carthamus
caeruleus L (Hamadi et al, 2014).

Principes Tanins Flavonoides Anthraquinones | Mucilage

actifs

Observation | Catéchiques | Galliques | Anthocyane | Flavones | flavonone

«+++ » : présence forte ; « ++ » : présence moyenne ; «+ » : présence faible ; « » : absence.
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Figure 3 : Photographies montrant les résultats d’un test sur un individu ayant appliqué la
créme traditionnelle. A: zone de bralure ; B: premier jour ; C: cinquiéme jour ; D: dixiéme
jour (Hamadi et al, 2014).

1.3.5. Utilisations médicinales

Le rhizome du Carthamus caeruleus L est utilisée en Algérie, en médicine
traditionnelle comme cicatrisant. Il contribue a soigner les brulures (anti brdlure). La richesse
de cette plante en polyphénols lui confére une grande activité antioxydante. Les graines sont
riches en amidon et en huile. 1l présente aussi un pouvoir réducteur équivalent a 85 mg de
vitamine C/100g de masse fraiche mais il ne présente pas de propriétés antibactériennes
(Hamadi et al., 2014).
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I1.1. Généralités sur la biotechnologie végétale

« Biotechnologie » est un terme relativement récent puisqu’il est apparu pour la
premiére fois vers 1960.11 est composé de bios (« vie » en grec) et de technologie (entré dans
la langue frangaise en 1656, au sens d’étude des outils, machines et matieres premiéres. Bien
que son étymologie soit assez précise, sa définition est un peu plus vague, voire parfois
subjective (Bhojwani, 1990).

Un sens plus restreint du terme « biotechnologie » I’associe aux réalisations des
soixante dernieres années comprenant toutes les techniques de culture in vitro, ainsi que les
différents aspects de la génétique moléculaire, tels que le clonage de genes, le séquencage et

le génie génétique.

De méme, il existe deux définitions possibles du terme « biotechnologie
végétale ». La premiére est une définition au sens large et traditionnel, selon laquelle
la biotechnologie végétale est ’intervention humaine sur du matériel végétal, au moyen
d’instruments technologiques afin de produire des effets temporaires. La seconde définition,
au sens strict et moderne, décrit la biotechnologic végétale comme I’intervention
humaine sur du matériel végétal au moyen d’instruments technologiques, afin de
produire des effets permanents (transmissibles a la descendance), incluant le génie

génétique, ou manipulation génétique, pour obtenir des plantes transgéniques (Alvaro, 2013).

La biotechnologie végétale utilise une technique majeure, appelée « culture de
tissus végétaux », associée a la culture in vitro de protoplastes, cellules, tissus et organes et
qui consiste a cultiver des tissus ou des cellules en milieu totalement artificiel (Anonyme,
2003).

11.2. La micropropagation

La technique de culture in vitro (appelée aussi micropropagation) est un mode de
multiplication végétative artificielle des plantes. Il s’agit d’un ensemble de méthodes faisant
intervenir d'une part l'asepsie (stérilisation du matériel, désinfection des explants) et d'autre
part des conditions de culture parfaitement contrdlées (milieux de culture définis pour chaque

type de plante, température, lumiére, humidité, etc.).
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Elle est utilisée dans un but de multiplication en masse, puisqu’elle permet, en
partant d’un seul individu (plante), I’obtention d’un nombre considérables de plantes
génetiquement identique a la plante mere. Les plantes reproduites ne sont pas seulement

conformes mais présents aussi une grande uniformité (Ferry et al., 1998).

Théoriquement, n’importe quel type d’organe (bourgeon, feuille, racine...) ou
fragment d’organe, prélevé sur une plante, peut étre cultivé isolement sur un milieu nutritif
synthétique, approprié et produire une plante identique a la plante mere (celle du départ)
(Gaspar, 1976).

11.2.1. Historique

Les premiers pas de culture in vitro sont dus a un botaniste allemand Haberlandt en
1902, qui formule les idées sur lesquelles reposent les cultures de tissus par le concept de
totipotence cellulaire. 1l obtient ainsi, sur un milieu nutritif de KNOP amélioré, la survie
durant plusieurs mois de petits amas cellulaires, sans qu’il y ait de multiplication cellulaire
(Augé et al., 1989).

En 1922, Robbins aux Etats-Unis et Kotte en Allemagne, obtiennent la croissance de
pointes de racines pendant presque six mois, mais cesserent de croitre et les cultures furent
perdues. Mais la date qui marque réellement le début de culture in vitro est 1932, avec les
travaux de White aux USA sur la croissance indéfinie de racines de tomates en milieu liquide,

contenant les sels minéraux, un extrait de levure et du sucre.

Dés 1934 Gautheret, obtient a partir de prélévement de tissus cambiaux de saule
(tissue méristématique) en introduisant des auxines dans le milieu, des proliférations de tissu

qui malheureusement ne dépasserent pas huit mois.

En 1939, Nobecourt et White aux USA, publient leurs premiers résultats sur la culture

indéfinie de tissue, respectivement sur la carotte et le tabac.

En 1944, Skoog et ses collaborateurs, travaillant sur le tabac, mettent a profit les

techniques de culture in vitro pour tenter d'analyser le phénomene du bourgeonnement.

Une nouvelle étape, trés importante a été la guérison de plantes atteintes de maladies a
virus, & I’aide de culture in vitro de méristeme. En 1949, les travaux de Limasset et Cornueten

démontrent I’absence de particules virales dans les méristemes d'apex de tabac virose.
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Morel et Martin, en 1951 mirent a profit ces observations et entreprirent de mettre en
culture in vitro des méristemes de Dahlia et de pomme de terre atteints des maladies a virus, a
partir de ces méristemes, ils obtinrent in vitro des plantes entiéres qui furent remise en culture

normale et se révélérent saines au contréle.

En 1952, Gautheret, Nobecourt et White développent une technique universellement

employée actuellement pour assainir toutes sortes de plantes virosées.

En 1957, Torrey réussit a suivre au microscope, I'évolution de cellules isolées de tissus

de pois, mises en culture & proximité d'un tissu "nourricier".

En 1958, Stewart et Reinert obtiennent des embryons somatiques de carottes a partir
de culture de racines et mettent ainsi en évidence le principe de totipotence cellulaire énoncé
par Haberlandt en 1906.

En 1962, Murashige et Skoog mettent au point pour des cultures de tissus de tabac le

fameux milieu de culture MS utilisé largement en culture in vitro.

En 1964, Guha et Maheshwar, en Inde, obtiennent des plantes haploides de Datura

innoxia, & partir de culture d’anthéres.

En 1971, Take be et col au Japon réussissent a régénérer des plantes entieres de
Nicotiana tabacum a partir de protoplastes.

En 1972, Carlson obtient le premier hybride somatique interspécifique par fusion de
protoplaste entre différentes especes de tabac. La méme année Sharp obtient des plantes

haploides de tomates par culture de pollen isolé.

En 1975, Pandey utilise du pollen irradié de tabac pour réaliser des croisements

interspécifiques.

En 1976, San Noeum dans le laboratoire du Pr. Demarly a Orsay, réussissent la
premiére culture d’ovaires d’orge non fécondés. Cette méme année, Seibert réussit a initier
des pousses d’ceillets a partir d’apex conservés a -196°C, c’est le début de la cryoconservation

pouvant étre utilisée pour la constitution de banque de genes.
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En 1983, Van Montaigu et ses collaborateurs, créent en Belgique les premiéres plantes
transgéniques transformées par Agrobacterium tumifaciens. 11 s’agit d’un plant de tabac

résistant a la kanamycine.
1. 2. 2. Fondements

Les fondements de la micropropagation reposent sur un concept appelé totipotence
cellulaire. Ce concept est défini comme suit : « Toute cellule végétale vivante, quelle que soit
sa spécialisation, du moment qu’elle est vivante et posséde un noyau, est capable de
reproduire la plante entiére d’ou elle provient (Augé et al., 1989). Autrement dit la totipotence
des cellules végétales est I’aptitude des cellules a se diviser puis a se différencier de nouveau

en fonction des conditions expérimentales (Larpent-Gourgaut et Sanglier, 1992).

C’est a cette remarquable capacité de la cellule végétale que la culture in vitro doit
toute son extension, et peut-on dire son pouvoir. A cause de cela, tout individu du régne
végeétal peut ou pourra étre cultivés in vitro, il n’y a pas d’exception. Cependant cela ne veut
pas dire que le développement actuelle des milieux de culture et les connaissances que 1’on
peut avoir du comportement de différentes espéces sur ces milieux de cultures, permettent de
réaliser immediatement et sans probléme la culture in vitro de toutes les plantes existant sur la
terre (Augé et al., 1989).

A. La différenciation

Comme toutes cellules eucaryotes, la cellule végétale ce divise pour donner deux
cellules identiques par mitose. Les cellules méristématiques (cellules souches) se divisent trés
rapidement et les cellules filles issues de la mitose se spécialisent pour remplir une fonction

précise au sein de 1’organisme, c’est le processus de différenciation cellulaires (Lydie, 2014).
B. La dédifférenciation

Il est bien évident que le passage d’un état différencié a I’état de cellules
méristématiques proliférantes, ne se fait pas, sans que des modifications profonde
n’apparaissent dans la structure de la cellule, c¢’est modifications ramenent la cellule adulte a

I’¢état juvénile, capable de s’orienté vers la formation de n’importe qu’elle organe.
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Pour expliquer le mécanisme de dédifférenciation cellulaire a mentionné des travaux
tres importants de Buvat en 1944 sur le parenchyme médullaire de tabac, on voit dans ce cas
des grandes cellules perdre leurs vacuoles, leur noyau se deviser activement, et de nombreuses

cellules méristématiques apparaitre.

Suivant la composition de milieux de culture, ces cellules dédifférenciées continueront
a proliférer pour ainsi dire a I’infini, elles deviennent parfois capables de poursuivre leur
prolifération méme en I’absence de substances stimulantes, telle que les auxines et les
cytokinines (Augé et al., 1989).

C. La totipotence

La théorie de la totipotence énoncé en 1902 par Haberlandt qui mentionné que toute

cellule végétale est capable de régenérer un autre individu identique a celui dont elle est issue.

Un tissu ou une cellule dédifférencié peut évoluer dans toute sorte de direction cela

manifeste la totipotencialité de la cellule végétale.

La totipotence est une dédifférenciation expérimentale qui peut étre déclenchée par des

traumatismes de I’action des phytohormones, ou par leur suppression (Dymarly et Sibi, 1996).

11.3. Les voies de la micropropagation

La micropropagation in vitro des plantes peut emprunter deux principales voies
(fig.4) :

La premiere utilisant des tissus méristematiques, est capable de donner suite a un
développement normal d'individu. Cette voie permet d'obtenir des plantes dites conforme,
identiques a la plante mere, puisqu'elle part de méristeme préexistant, dans lesquelles les

cellules sont génétiquement tres stable (Saadi, 1991 ; Amato, 1977 in Boxus, 1995).

La plante est généralement obtenue en deux etapes successives : la production des
tiges et leurs enracinements. Le microbouturage et la culture de méristéemes sont deux

procédés de multiplication qui appartiennent a cette voie.
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Le seconde, emploie tous les tissus différenciés (fragments de tiges, de pétiole, de
feuille, d'embryons matures ou immatures, dhypocotyles, etc.) pour aboutir soit a
I'organogenese (néoformation de bourgeons ou de racines) soit la formation d’embryons
somatiques (structures ressemblant aux embryons zygotiques). Cette voie qui induit la
néoformation de bourgeons ou d'embryons somatiques est souvent source de viabilité

génetique donc de propagation non conforme (Zryd, 1988 ; Margara, 1989).

(=) Culture de méristéme
Mcnsleme
Plantules

Apex caulinaire
ii /Tlge feuillle = Egnracinement \

Noeud / Caulogenése dimc%

Morphogeneése
directe

®

Semences
artificielles

Embryogeneése
somatique dire

Explants divers
. } ; Caulogenése
(racines, tige, feuilles...)
la indirecte
Morphogeneése i:l} 1 ] CD\;}? Embryoganise
indirecte somatique
Callogenése Suspens:o \ indirecte

D’aprés Lindsey et Jones 1989 cellulaires U

Figure 4 : Les principales méthodes de la micropropagation (Lindsey et Jones, 1989).

11.3.1. La propagation conforme

La micropropagation conforme consiste a multiplier des végétaux au laboratoire a
partir d'organes, ou de tissus extrémement petits, qui sont pourvus de méristemes préétablis
(nceuds, apex et méristeme). Cette technique, tres développée ces dernicres années, est utilisée
pour régénerer des populations génétiquement identiques (constitution de clones) (Augé et al.,
1989).
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A. Microbouturage

Le microbouturage figure parmi les techniques de base, de la culture in vitro, les plus
développées. 1l permet a partir d’un matériel de départ souvent trés restreint pondéralement,
d’obtenir en un temps relativement court et dans un espace réduit, un rythme de multiplication
extrémement élevé et donc la formation rapide d’un clone. C’est une technique qui peut étre

programmée et appliquée indépendamment des saisons (Haicour, 2004).

Le microbouturage est un mode de multiplication conforme qui accélére le

fonctionnement normal des bourgeons formés sur une plante (Montes, 2009).

La prolifération des méristemes préexistants, peut étre réalisée en utilisant trois types
d’explants : méristeme, apex et/ou nceuds (Goncalves et Romano, 2012). Ils sont cultivées

pour régénerer des pousses multiples sans passer par une phase cal (Pati et al., 2006).
B. Culture de méristeme

C’est une autre voie de multiplication conforme des plantes. Elle permet, en partant
d’explants de méristétmes d’obtenir des plantes saines indemnes de maladies (virus, bactéries,
etc.). Cette découverte fut pressentic au début des années 1950 par deux chercheurs de 1’Inra
(P. Limasset et P. Cornuet) et confirmée par les travaux de deux autres chercheurs de 1’Inra
(G. Morel et C. Martin) qui aboutirent, aprés trois annéees de travail, & la régénération d’une
plante saine (un dahlia) a partir de méristémes d’une plante contaminée par trois virus (Zryd,
1988).

Les méristemes employés, sont de minuscules massifs cellulaires indifférenciés que
’on rencontre a la pointe d’une racine ou d’une tige ou rameau, formés de petites cellules qui
se divisent activement pendant la mitose. L’avantage est que les cellules de méristéme sont
indemnes de virus méme chez un plant malade, ce qui permet d’obtenir une population de

plantes saines (Tap et Novello, 2005).

La culture de méristtmes a ainsi été utilisée avec succes pour l'assainissement de

nombreuses plantes, telles que la pomme de terre, la canne a sucre, la tomate, le manioc, etc.
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11.3.2. La propagation par organogenese ou embryogenése somatique
A. L'organogenése

L'organogenése est la base fondamentale de la multiplication végétative in vitro,
laquelle s'appuie toujours sur la néoformation de méristtmes (Margara, 1989). Elle est
souvent obtenue en trois phases distinctes : la callogenése, la caulogenése et la rhizogenese.

La callogenése correspond a la fois a la reprise des divisions cellulaires (mitose) et a
I’amorce de la différenciation aboutissant a la production d’un tissu relativement homogene et
organisé qu’est le cal (Margara, 1989). Quant a la caulogenése, elle designe a la fois
I’initiation et le développement des terminaux, bourgeons adventifs ou néoformeés sur un cal
ou directement sur le cal initial (Margara, 1989 ; Boxus, 1995). Pour la rhizogenese, elle

désigne la néoformation et la croissance de racines (Margara, 1989).

La néoformation des bourgeons adventifs est souvent la voie de régénération in vitro
la plus importante pour la réussite des interventions basées sur la biotechnologie des plantes.
Les cellules sont amenées a devenir dédifférenciées par les régulateurs de croissance
(notamment en contr6lant le rapport entre les cytokinines et les auxines (Montes, 2009 ;
Duclercq et al., 2011).

Sous I’influence des substances de croissance et plus particuliérement des cytokinines,
il peut soit y avoir la formation d’un bourgeon néoformé directement a partir de cellule de
I’explant initial (ceci est un événement rare), soit les cellules de I’explant initial se divisent
rapidement et forme un cal primaire qui peut donner des bourgeons néoformés. Ensuite, les
pousses données par les bourgeons sont transférées dans un milieu contenant de 1’auxine pour

I’enracinement (Montes, 2009).
B. L'embryogenése somatique

L’embryogenése somatique est la voie de développement par laquelle les cellules
somatiques des explants développent des structures qui ressemblent aux embryons zygotiques
(Zryd, 1988 ; Jimnez, 2001).

Ces embryons peuvent se développer en plantes entieres sans subir le processus de la
fécondation sexuelle. L’embryogenese somatique peut étre lancée directement a partir des

explants ou indirectement par la mise en place des cals (Altaf et al., 2012).
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Le principe de cette technique est de produire, généralement en milieu liquide ou
solide, des embryons somatiques en grandes quantites, de les stabiliser a un stade déterminé
afin qu'ils puissent supporter des durées de stockage compactables, avec une utilisation en
agriculture a grande échelle, puis d'enrober ces embryons de maniere a assurer leur protection
et leur nutrition, c'est-a-dire simuler le role de la graine. Une fois semeées, ces structures

artificielles germeraient comme des graines naturelles (Scriban, 1999).

11.4. Autres voies de la culture in vitro

11.4.1. La culture de protopslate

Le terme de protoplaste désigne une cellule végétale débarrassée de sa paroi
squelettique ; elle apparait alors sous forme d'une cellule sphérique, limitée par sa membrane
plasmique (Zryd, 1988).

Les biologistes ont constaté, au cours des manipulations cellulaires, que 1’on pouvait
obtenir des agrégations entre des cellules débarrassées de leurs parois pecto-cellulosiques,

appelées protoplastes (Demarly et Sibi, 1996).

Les premiers protoplastes ont été obtenus, vers la fin du 19°™ siécle, en hachant des
fragments végétaux dans une solution hypertonique de saccharose. Les protoplastes sont
isolés le plus souvent a partir de feuilles, mais peuvent aussi étre obtenus a partir de cals et
suspension cellulaires ou d’autres organes végétaux (tige, racine, fleur, etc.)(Robert et al.,
1998).

Les exigences nutritionnelles des protoplastes nécessitent une composition minérale
adaptée, notamment pour le calcium qui joue un réle important par son influence sur les
divisions (Karp et al., 1982).

Les protoplastes peuvent étre utilisées a des fins diverses comme : la mutagenese, la
fusion de protoplastes, la transformation génétique, production de métabolites secondaires et
I’haplodiploidisation (Zryd, 1988).

Actuellement, la culture de protoplaste est appliquée a plusieurs plantes comme la

pomme de terre, le datura, la tomate, etc. (Sihachakr, 2002).
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11.4.2. La variation somaclonale

Larkin et Scowcroft, (1981) ont montré, a 1’issue d’un travail de recherche, qu’il
pouvait étre trés intéressant d’exploiter la variabilité génétique induite par certaines cultures
in vitro, dans le but de création variétale. Ils s’appuyaient sur quelques exemples modeles
comme celui de la pomme de terre et de la canne a sucre, ou ils ont contribué a faire adopter
le terme de variation somaclonale, désignant toute variation génétique induite par le seul fait
de cultiver des tissus, des cellules, ou des organes qui ont pour objectif 1’établissement de

cellules dédifférenciees, sous des conditions de cultures in vitro définies (Wenzel, 1994).

Donc, on appelle variation somaclonale des modifications du phénotype des plantes
qui apparaissent le plus souvent lors de la régénération de nouvelles plantules, a partir de
tissus déja différenciés (Nowbuth et al., 2005).

11.4.3. La production des plantes haploides

Les cultures in vitro offrent une nouvelle possibilité d’obtenir immédiatement des
plantes strictement homozygotes (lignées pures). Elle consiste a mettre en culture des cellules
haploides males ou femelles capables de régénérer des plantes a génome haploide. Ces
plantes, grace a I’emploi de la colchicine retrouvent 1’état diploide (plantes a 2n

chromosomes ou plus).

Cette technique a été expérimentée pour la premiére fois sur le tabac en cultivant in
vitro des microspore (a n chromosome) afin de régénérées de plantes haploides (Bourgin et
al., 1967).

Plusieurs méthodes existent pour produire des plantes haploides. Parmi ces méthodes
nous pouvons citer le croisement interspécifiqgue ou intergénérique, qui implique le

phénomene de I'élimination chromosomique (Thom, 1992 ; Pickering et Devaux, 1992).

L'androgenese in vitro impliquant la culture des antheres ou des microspores (gametes
males) (Ziauddin et al., 1992). Aussi la gynogenése in vitro dans laquelle on emploi la culture
d'ovaires non fécondés de sacs embryonnaires et des gamétes femelles (Prakash et Giles,
1987).

28



Chapitre 11 Géneéralités sur la culture in vitro

Cette technique représente un grand intérét pour I’amélioration des plantes, elle
permet d’accélérer les cycles de sélection et I’obtention des lignés pures qui sont produites en

quelques mois.
11.5. Les avantages et les inconvénients de la micropropagation

11.5.1. Les avantages

Les avantages que peut procurer la micropropagation sont nombreux. Nous pouvons en citer

quelques uns comme :

- I’obtention d’un grand nombre de plantes (un bourgeon de rosier par exemple, peut
produire entre 200 000 et 400 000 descendants en une année contre 40 pieds
produits par les méthodes classiques).

- Acquisition d’une trés grande vitesse de multiplication, et de propagation de plante
identique a la plante de départ surtout pour les especes a multiplication naturelle
lente (Auge et al., 1989).

- Avec cette technique on peut programmer les cultures tout au long de ’année (Augé
etal., 1989).

- La possibilité de la conservation de ressources végétales, faire une banque de
génotypes et réaliser ainsi des plantations hors la période de croissance (Le et al.,
2002).

- L’amélioration des conditions sanitaires par les techniques de cultures in vitro,
souvent associées a 1’éradication des viroses (Sibi, 1981).

- La propagation végétative des espéces qui ne présentent pas ces capacités en
conditions classiques (Sibi, 1981).

- L’obtention de plantes saines, indemnes de maladies.

- L’intérét économique : cott d’entretien du pied mére moins important, durée de

récolte courte.
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11.5.2. Les inconvénients

- I’asepsie des explants : la présence de micro-organismes, bactéries, champignons,
virus, qui, s’ils ne sont pas totalement éliminés, contaminent la culture et tuent les
jeunes plantules.

- L’acclimatation : la phase d’acclimatation est 1’un des facteurs limitant de la culture
in vitro. Au cours de cette étape le taux de mortalité des plantes issue de conditions
in vitro peut étre éleve (Abdoulaye et Robin, 2010).

- L’apparition d’anomalies génétiques (certains cas d’hyperfloraison, perte de
sexualité chez certaines especes, apparition d’organes anormaux) : c’est la variation
somaclonale.

- Le probléme de vitrification (anomalie physiologique) qui peut affecter les plants
régenéres.

- La production répétée de grands nombres de plants uniformes (clones) peut entrainer

la perte des génes nécessaires, par exemple, a la résistance aux maladies nouvelles.
11.6. Les facteurs influencant la régénération in vitro des plantes

Les facteurs influents sur la régénérabilité in vitro des plantes peuvent Eétre
schématiquement répartis en deux groupes. Le premier représente les facteurs internes (ceux
liés a la plante) telle que la nature et 1’age physiologique de la plante mere, sur laquelle
I’explant a été prélevé. La seconde reunit les différents facteurs externes, qui englobent la

composition de milieu et les conditions de cultures.
I1.6.1. Effet de I’explant
11.6.1.1. L>age physiologique

Généralement en culture in vitro, on favorise I’emploi des explants jeunes (embryons
immatures, jeunes feuilles, méristémes, etc.), car ¢’est 1’état juvénile qui semble offrir le plus
de possibilités de régénération (Saadi, 1991). Ce genre de tissu est qualifié de compétent a

cause de ses bonnes performances ou aptitudes pour se régénérer.
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11.6.1.2. L’époque de prélévement

Ce probleme se pose surtout pour les especes vivaces, on peut distinguer un stade de
vie active et un stade de vie ralentie de la plante, ce qui conduit les explants a développer des
réactions différentes en culture in vitro, cette différence peu étre expliquée par la modification
des équilibres internes des régulateurs de croissances lors des différentes saisons (Augé et al.,
1989).

11.6.2. Effet de milieu de culture

Avec le développement des cultures des tissus, divers milieux de base comprenant des
sels inorganiques, des composés organiques (sucres, vitamines et régulateurs de croissance)
ont été progressivement utilisé. Dans 70 % des cas, des milieux de culture de base de type

Murashige et skoog (MS) ont éte utilisés.

11.6.2.1.Les éléments minéraux

A. Les macroéléments

Il s’agit de 6 éléments présents a des concentrations élevées tels que 1’azote (N), le
calcium (Ca), le potassium (K), le soufre (S), le magnésium (Mg), et le phosphore (p), ils sont

absorbés sous forme d’ions (Margara ,1989).
B. Les microéléments

Appelés aussi oligo-éléments, et bien qu'ils ne soient nécessaires a la plante qu'en
faibles concentrations, leur role est essentiel. Les principaux d'entre eux sont le fer (Fe), le
cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le molybdéne (Mo), le bore (B) et le chlore
(CI), le cobalt (Co), le nickel (Ni), etc...(Augé, 1992).

11.6.2.2.Les éléments organiques
A. Le saccharose

Pour la culture in vitro, le saccharose constitue une source d’énergie car la plante n’est
pas encore arrivee a satisfaire ses besoins énergétiques, on peut dans un cas particulier utiliser

d’autres sources, tels, le galactose et le lactose (Teoule, 1999).
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B. Les vitamines

En culture in vitro certaines vitamines sont favorables aux croissances des tissus,
parmi les principales, citons : la thiamine, [’acide nicotinique, la pyridoxine, leurs

concentrations sont fréquemment de 1’ordre de 1mg/L (Teoule, 1999).
11.6.3. Les conditions de culture
11.6.3.1. La lumiere et la photopériode

La lumiére est un facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes. Elle agit par

sa qualité et aussi par sa quantité (intensité et photopériode).

La photopériode semble avoir le plus d’effet sur les cultures in vitro, particulierement
sur la croissance et le développement des plantes régenérées, des cals, etc. (Hussey et Stacey,
1981). De facon générale, le début de croissance nécessite une faible intensité lumineuse (500
a 1000 lux) avec 12 a 16 heures de photopériodes (Bommeneni et Jauhar, 2003). Lorsqu’il
s’agit de préparer la plantule au rempotage en serre, il apparait souvent préférable

d’augmenter I’intensité de 1’éclairement (par exemple 10000 lux) (Margara, 1989).
11.6.3.2. Latempérature

La température est un parameétre trés important pouvant influencer fortement le
processus de croissance et de développement des plantes cultivées in vitro. Généralement, elle

est souvent réglée dans la plus part du temps entre 22 et 25° C (Margara, 1989).
11.6.4. Les régulateurs de croissances

Chez les végétaux les processus de croissances et le développement sont contrdlés par
des substances synthétisés par le végétal et efficace a faible dose.

Dans ce chapitre, nous nous sommes limités a citer brievement uniquement trois
grandes classes de régulateurs de croissances qui sont bien connues: les auxines, les

cytokinines et les gibbérellines
A. Les auxines
Les auxines sont les premieres hormones végétales a avoir été découvertes. Elles

sont synthétisées dans les apex caulinaires et racinaires et transportées dans 1’axe de la plante.
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Leur principale caractéristique est de provoquer 1’élongation cellulaire. Elles sont aussi
impliquées dans la régulation de la différenciation cellulaire. A titre d’exemple, I’induction
de la différenciation des vaisseaux dans les tiges est placée sous le contrdle de 1’auxine
produite dans les jeunes feuilles. Elles provoquent également la formation des racines
adventives sur les tiges (William, 2003). Les auxines sont aussi impliquées dans la

différenciation et I’induction de racines en culture in vitro (Augé et al., 1989).
B. Les cytokinines

Les cytokinines ont été originellement découvertes dans les années 1950 par Carlos
Miller, il est connu par leur capacité a promouvoir la division cellulaire. Depuis, de
nombreuses études ont montré que les cytokinines sont impliquées dans divers processus
cellulaires, la germination, le fonctionnement des méristemes apical et racinaire (To et
Kieber, 2008).

La balance hormonale entre les auxines et les cytokinines est une des principales clés de
qui conditionne la réussite d’une culture donnée. L’orientation du programme
morphogénétique (aller vers la production d’une organogenése et/ou d’une embryogenése
somatique), des tissus ou des cellules mises en culture et repose en grande partie, sur le

rapport auxine/cytokinine du milieu de culture testé, comme I’indique le schéma (fig. 5).

a-Bourgeonnement axillaire

=-Bourgeonnement adventif-»

- callogenese —»

«+— Rhizogenése sur cals —»

TAUX D'AUXINES
TAUX DE CYTOKININES

-« Rhizogenése sur boutures —»

Organogeneases modulées par des taux
relatifs d'auxines et de cytokinines

Figure 5 : Effet de la balance hormonale sur I’orientation de 1’organogenése au cours

de la micropropagation (Augé et al., 1989)
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C. Les gibbérellines

Cette classe de phytohormones a été découverte en 1938 lors de I’isolement d’un
champignon pathogéne, Gibberella fujikuroi, qui provoque sur des plants de riz, une
élongation de la tige conduisant a la verse des cultures. Les gibberellines sont des diterpénes
(molécules a 20 carbones), formées a partir de I’isoprene. 1l existe plus de cent gibbérellines
désignées par GAn, ou ont pouvant varier de 1 & 130 environ. Elles ont toutes un noyau
commun qui est le noyau gibbane (C1s5H.4) (Hopkins, 2003).

Les gibbérellines ont une action sur la croissance des tiges (et non des racines
contrairement & l'auxine), des fruits comme le fait l'auxine, mais aussi pour des espéces
(pommes, péches, raisins) pour lesquelles I'auxine n'a pas d'action. Elles ont une influence sur
la levée ou interruption de la dormance (la dormance étant la période pendant laquelle la
végétation est au repos) et s'opposent donc aux effets de I'acide abscissique ; elles
interviennent également sur l'initiation de la floraison et le débourrement des bourgeons
(Hopkins, 2003).

La synthése de ces molécules est effectuée dans des sites divers mais toujours dans des
lieux de division active (a I’apex de tiges et de racines). Leur migration est polarisée. Elle se

déroule dans le xyleme et dans le phloéme, toujours liée a des sucres (Hopkins, 2003).
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La présente étude a été menée dans le laboratoire de biotechnologie végétale de

I’université Hassiba Benbouali de Chlef au cours de la période Janvier-Mai 2016.
I11.1. Materiel végétal
111.1.1. Préparation du matériel vegétal

La plante Carthamus caeruleus L, pousse a I’état sauvage dans plusieurs régions
d’Algérie. Les échantillons de plantes ayant fait 1’objet de la présente étude, ont été récoltés
de la région de Traghnia-Ténes (wilaya de Chlef) (fig.6).
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Figure 6 : I’aspect du Carthamus caeruleus L au terrain (1), au laboratoire (2) et la
localisation de la région de récolte par photo satellite (3) (Latitude : 36.514934 | Longitude :
1.526413) (Google Earth, 2016).
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111.1.2. Prélevement et stérilisation du matériel végetale

Des jeunes plantes entiéres (avec les racines) de Carthamus caeruleus L ont été
récoltées, durant les mois de Février - Mars 2016, de la région précédemment indiquee, puis
mises dans des sachets en papier afin d’éviter leurs flétrissement. Une fois au laboratoire, une

partie de matériel végétal est utilisée pour lancer nos manipulations.

Le reste des plantes sont transplantées dans des pots en plastique, contenant un
mélange (sable + terre) pour poursuivre leur développement et serviront pour les
manipulations antérieures (fig.6 : 2).

La stérilisation des boutures a été effectuée avant la dissection. Elle est réalisée en
procédant d’abord a un lavage préliminaire, du matériel végétal, avec de I’eau courante du
robinet, additionnée de quelques gouttes du savon liquide (ISIS), afin d’éliminer la poussiere
et les différentes impuretés qui s’y collent au végétal (fig.7 : (1)). Puis, sous la hotte stérile a
flux luminaire, les boutures feuillées sont trempées, pendant 5 a 10 minutes, dans une
solution contenant de 1’eau distillée stérile, un  savon liquide (MilMil) additionné
d’antibiotiques et de quelques gouttes de Tween 20(fig.7 : (2)). Plusieurs ringage a I’eau
distillée stérile suivent cette opération. Les boutures obtenues sont ensuite trempées dans une
solution d’alcool (éthanol a 70 °) pendant 30 seconde (fig.7 : (3)). Un dernier ringage des
boutures est effectué dans une solution de chlorure mercurique a 0.1 % pendant 1 minute.
Aprés plusieurs rincages a I’eau distillée stérile pour éliminer toute trace du chlorure

mercurique, les boutures sont prétes pour la dissection et la mise en culture (fig.7 : (4)).

Figure 7 : les étapes de la stérilisation du matériel végétale.
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111.2. Présentation des techniques de culture
111.2.1. Choix de milieu de culture

Un milieu de culture est une solution aqueuse comprenant des sels minéraux, des

éléments organiques et éventuellement des phytohormones ou régulateurs de croissance.

Le milieu de culture le plus utilisé est celui de Murashige et Skoog (MS), (1962)

enrichi des hormones de croissance (Annexe 1).
111.2.1.1. Préparation du milieu de culture MS

Pour préparer 1L de milieu de culture, on préléve les volumes suivants des solutions

meéres de composants MS :

- 100 ml de macroéléments (x10).

- 20 ml de microéléments (x 50).

- 20 ml de Fer EDTA (Annexe 2) (x 50).
- 10 ml de vitamines (x100).

- 7Tgd’agar agar.

- 30 g de saccharose.

Un a la fois, les composés (macro-micro-fer-vitamines) mis dans un bécher de 1L, on
ajoute I’eau distillée jusqu’au volume désiré, puis on ajuste le pH a 5,8. Ensuite, on procede a

I’ajout du sucre et de I’agar et on chauffe jusqu’a ébullition.
111.2.1.2. Les substances hormonales employées
Dans nos manipulations, deux types d’hormones de croissance ont été testes :

= Les auxines: Acide a-Naphtalene Acétique (ANA), Acide 2,4 Dichloro-phénoxyacétique
(2.4.D).
= Les cytokinines : 6 - benzyladénine (BA), kinétine (KN).

111.2.2. Techniques de cultures utilisées
111.2.2.1.Voie de multiplication par microbouturage

Les apex, utilisées lors de cet essai, ont été prélevés directement de plantes spontanées

(sauvage) qui ont été deterrées et transplantées dans des pots en plastique contenant un
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mélange de sable (%) et de terre (*2). Ces plantes, régulierement arrosées a I’eau du robinet,
sont maintenues dans un endroit éclairé du laboratoire (fig.6 : 2).

Les plantes que nous venons de décrire, ne servent pas uniquement a prélever les apex

mais aussi les segments de tiges (particuliecrement les nceuds) avec leurs bourgeons

axillaires.
A. Développement des apex

Les apex (de 0,5 a 1 cm de long) précedemment stérilisées, sont disposes verticalement a
la surface des milieux nutritifs, a c6té d’une flamme de bec Bunsen, contenus dans des tubes a

essais renfermant environ 15 ml de milieu (fig.7).

Lors de cette étude, nos milieux sont enrichis en deux cytokinines a savoir: la
Kinétine (6-furfuryl-aminopurine) (KN) et la BA (6 - benzyladénine), apportées dans nos
milieux de culture, seules et a différentes doses : 0,1- 0,5 - 1- 2 et 4 mg/L.

Figure 8 : Aspect d’un apex et leur ensemencement.

B. Développement des microboutures (segments de neeuds)

C’est au niveau des nceuds des tiges, que nous procédons a la section des petites
boutures (d’environ 0,5 cm de long). Chaque petite bouture représente en fait un seul
bourgeon axillaire (fig.8). Une fois sectionnaient, les nceuds sont mis en culture dans des
tubes a essais contenant 15 ml de milieu de culture.

Lors de cette étude, les milieux ayant servi au débourrement des nceuds ne contenaient
que de la Kinétine a 1 mg/L.
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L

Figure 9 : Aspect d’un segment du nceud et leur ensemencement.
C. Phase d’enracinement des tiges régénérées

Pour I’induction des racines, le milieu de base est le méme que celui ayant servi utilisé
au développement des apex et des nceuds. Seule la composition hormonale du milieu a

changé.

Deux milieux MS d’enracinement sont utilisés : un sans hormone et 1’autre contenant

de ’ANA (acide a-naphtalene acétique) a 0,1 mg/L.
111.2.2.2.Voie de multiplication par organogenése
A. Phase d’induction de la callogenese

Les feuilles et les pétioles provenant de plantes adultes qui précédemment stérilisées
sont découpées en petits fragments de 0,5 de longueur. Les petites portions de feuilles et des
pétioles sont ensemencés dans des boites de Pétri, renfermant le milieu de base et les

régulateurs de croissance, a raison de 4-5 fragments par boite (fig.9).

Une fois la mise en culture réalisée, les boites de Pétri sont scellées avec le parafilm, et
chaque boite porte des indications relatives a la date de la mise en culture, le nom de ’espéce
et la concentration des régulateurs de croissance, dans nos expérience en utilisés des auxines
et des cytokinines. Ils sont apportés en combinaison a différentes concentrations dans les
milieux de culture. Les auxines utilisées sont : I’acide a-naphtalene acétique (ANA) et 2,4-
Dichlorophenoxyacetic acide (2,4-D). Les cytokinines sont représentées parla 6-
benzyladénine (BA) (voir tableau 3 et 4).
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Figure 10 : Les étapes d’ensemencement des boutures servirent a I’organogenése. (1) :
Dissection des fragments des feuilles, (2) : leur ensemencement, (3) : Dissection des

fragments des pétioles, (4) : leur ensemencement.

B. Phase d’induction de la caulogenése et/ou de la rhizogenése

Pour I’induction des tiges ou des racines, le milieu de base est le méme que celui
utilisé pour le microubuturage. Seule la composition hormonale du milieu a changé qui
comprend une seule concentration d’auxine : ANA (acide a-naphtalene acétique) a 0,1 mg/L

On a réalisé aussi des traitements sans hormones.
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Tableau 3 : Composition hormonale des milieux de culture employés en organogenése

(ANA/ BA).
ANA mg/L
A mg/L 0 0.1 0.5 1 2 4
0 0 0 05 1 2 4
0.1 0.1 0.1/0.1 0.1/0.5 0.1/1 0.1/2 0.1/4
0.5 0.5 0.5/0.1 0.5/0.5 0.5/1 0.5/2 0.5/4
1 1 1/0.1 1/0.5 1/1 1/2 1/4
2 2 2/0.1 2/ 0.5 2/1 2/2 2/4
4 4 4/0.1 4/ 0.5 4/1 4/2 4/4

Tableau 4 : Composition hormonale des milieux de culture employés en organogenése

(2,4-D /1 BA).
2,4-D mg/L 0.1 0.5 1
BAP mg/L
0.1 0.1/0.1 0.1/0.5 0.1/1
0.5 0.5/0.1 0.5/0.5 0.5/1
1 1/0.1 1/0.5 11

111.3. Conditions de culture

» Avant toute manipulation, on se lave les mains avec du savon suivi de 1’alcool
a 70°. On prepare la hotte par stérilisation et la mise en marche de la
ventilation. On prépare tout le nécessaire et on laisse la hotte fonctionner

pendant 20 minutes avant de commencer I’ensemencement des explants.
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» Avant la stérilisation des milieux de culture, leur pH est ajusté a 5,8 a 1’aide d’une
solution de NaOH (1N) et de HCL (1N), puis solidifié par 7g/L d’agar agar.

> Apres la préparation des milieux de culture, il est réparti dans des tubes a essai puis
stérilisé dans 1’autoclavage a une température de 120°C pendant 20 minutes et sous
une pression de 2 bar.

> Aprés stérilisation, les milieux sont répartis dans des boites de Pétri (90 mm de @) a
raison de 20 ml par boite. Puis les boites sont scellées par du parafilm.

> Les tubes et les boites de Pétri ensemences sont déposés dans une salle de culture,
dans des conditions environnementales ou la photopériode est de 16/8 et la

température de 23+2°C.

I11.4. Suivi des cultures et expression des résultats

Le microbouturage et la callogenese des microboutures ensemencées, sont suivies
périodiquement : Apres 3, 6, 9 et 21jours (pour le microbouturage), ce qui permet de calculer :
Le nombre moyen des tiges par explant, le nombre moyen des feuilles par tige, la taille
moyenne des pousses (cm), le taux de reprise(%) (Pour les apex) et le taux de débourrement
(%) (Pour les segments de nceuds) et apres 10, 20 et 30 jours (pour I’induction des cals), ce

qui permet de calculer la callogenése (%) pour les feuilles et pour les pétioles.
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La présente étude s’inscrit dans le cadre d’un projet de recherche, la préservation et
la valorisation de quelques especes végétales, Algériennes spontanées a intérét medicinal.
C’est une premiére contribution qui ambitionne de régénérer in vitro I’espéce Carthamus
caeruleus L, une espece tres prisée en médecine traditionnelle Algérienne pour soigner les
brulures cutanées. Deux modes de multiplication seront recherchés a savoir: le

microbouturage et 1’organogenése.

IV.1. Voie de multiplication par microbouturage

Par microbouturage, nous désignons la technique de multiplication végétative (voie
asexuée), qui consiste a prélever des explants (fragments) d’une plante et a les cultiver dans
des flacons stériles en verre, pour régénérer plusieurs individus. Les individus obtenus sont
génétiquement identiques a la plante dont ils sont issus (individus conformes a la plante-

mere).

Dans ce travail, la partie microbouturage a été conduite en se servant de deux types
d’explants & savoir : les pousses terminales (apex) et les segments de nceuds (pourvus de
bourgeons axillaires). Ces explants sont tous récoltés a partir de plantes spontanées (sauvage)
qui ont récoltés sur terrain puis transplantées dans des pots contenant un mélange de sable (%2)

et de terre (*2) (voir chapitre matériel et méthode).

Les facteurs qui influencent le microbouturage sont tres nombreux. Dans cette étude,
nous nous sommes limités, a tester I’effet d’un seul facteur, connu pour son influence sur le
microbouturage, qu’est la composition hormonale des milieux de culture. Pour cela, deux
cytokinines : la 6-benzyladénine (BA) et de la Kinétine (6-furfuryl-aminopurine) (KN), ont
¢été retenues afin d’évaluer leurs effets sur le taux de reprise des apex et le taux de

débourrement des bourgeons axillaires ainsi que 1’élongation des pousses régénérées.
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IV.1.1. Développement des apex

Dans la plupart des milieux testés, les apex connaissent une reprise de croissance des
le 2™ jour suivant I’ensemencement. Dés le 3°™ jour, les jeunes feuilles qui étaient, au
moment de I’ensemencement, presque sous formes d’ébauches, commencent par s’allonger et
croissent rapidement (fig.11 et fig.13). Au cours de cette croissance, on assiste d’abord a une
augmentation de taille des jeunes feuilles qui dure jusqu’a une dizaine de jour puis sera suivie

par un allongement de la tige principale.

Les résultats du tableau 5, montrent que les taux de reprise des apex varient
selon la nature et la concentration des cytokinines employées. C’est avec la kinétine,
appliquée a 1 mg/L, que les meilleurs taux de reprises ont été obtenus (100 %). Avec
la BA ces taux ont atteint dans les meilleurs des cas les 80 %. Par ailleurs, nous
constatons que I’application de doses inférieures ou supérieures a 1 mg/L de

Kinétine, ont un effet négatif sur la reprise de croissance des apex.

De méme pour 1’élongation des pousses, la KN favorise mieux ce processus
physiologique comparativement a la BA. En effet, I’emploi de 1 mg/L de KN a
permis d’obtenir, aprés 21 jours de culture, une moyenne de croissance ou
d’¢élongation de 2,01 cm contre 1,86 cm avec la BA (fig.12 et fig.13 : (A/B)).

La bonne performance de la Kinétine, apportée a 1 ml/L, ne s’est pas
traduite uniquement sur le taux de reprise des apex ou sur l’élongation, mais aussi
sur le nombre moyen de pousses produites par apex. C’est au niveau du nombre
moyen de pousses produites par apex ou nous avons noté de différences notables
entre les deux cytokinines. Généralement, les meilleurs rendements ont atteint les 6
tiges par apex, en présence de 1 mg/L de KN contre 4,6 tiges par apex avec la BA
(tableau 5).

On note par ailleurs, qu’en présence de kinétine, méme la densité des

feuilles paraissent plus importante qu’avec la BA.
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L’effet favorable des cytokinines sur la stimulation de la croissance et le
développement des apex et des bourgeons axillaires est tres connu, puisqu’elles
causent souvent la levée de dormances des bourgeons apicaux ou axillaires
(Jouanneau, 1975 ; Zryd, 1988 ; Margara, 1989).

Aussi, D’efficacité de la KN ou de la BA sur le microbouturage des especes
appartenant au genre Carthamus est rapportée par plusieurs auteurs. A ce titre, nous
pouvons citer les travaux de Sujatha et Dinesh Kumar, (2007) sur 1’espéce
Carthamus tinctorius et plusieurs autres especes ou la BA, contrairement a nos

résultats, s’est montrée plus efficace que la KN.

Notons par ailleurs, que le développement des apex n’a été possible que sur
les milieux pourvus de cytokinines. Dans les milieux qui en étaient dépourvus

aucune croissance ou développement ne se sont manifestés.

Tableau 5 : Taux de reprise et élongation des pousses régénérées a partir d’apex de
Carthamus caeruleus L. obtenus, aprés 21 jours de culture en fonction de plusieurs

concentrations de KN et BA.

KN (mg/L) | BA (mg/L) Nombre Nombre moyen Taux de reprise
moyen de de feuilles /tige (%)
tiges/explant

0 - 0 0 00
0.1 - 3.6 10.4 80
0.5 - 5.2 11.5 80
1 - 6 14.8 100
2 - 4.6 9.4 60
4 - 2.6 3.8 40
- 0 0 0 00
- 0.1 3 3.6 80

0.5 3.2 4.2 40
- 1 4.6 7.25 80
- 2 4.4 6.8 80
- 4 3.2 3.75 40
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Figure 11 : Cinétique de croissance des tiges obtenues a partir d’apex, en fonction
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milieux contenant 1mg/L de KN et de BA en fonction du temps.
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A
B

Figure 13 : L’effet de la KN (A) et la BA (B), apportée chacune a 1 mg/L, sur la reprise de

croissance des apex, apres 3 (1), 6 (2), 9 (3) et 21 jours (4).
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IV.1.2. Développement des microboutures (segments de neeuds)

Deux principaux paramétres ont été quantifiés lors de cette étude: le taux
de deébourrement des bourgeons axillaires (contenus dans les segments de nceuds) et

I’élongation des pousses (ou tige) régénérees.

Le débourrement est défini comme étant le moment ou les bourgeons
axillaires des microboutures (ou segments de nceuds) ensemencées se développent
pour laisser apparaitre leur bourre (c'est-a-dire le duvet, les primordiaux foliaires et

les ébauches florales enfouies dans les bourgeons).

Quant a 1’élongation, nous désignons la croissance des pousses qui
démarrent juste aprés la phase de débourrement des bourgeons. Généralement, la
phase de débourrement commence apres une semaine de culture. La phase de
développement des pousses végétatives feuillées (croissance ou  élongation)
s’installe elle au bout de la 3°™ semaine. Le taux de débourrement (qui représente le
nombre de microboutures ayant débourrés par rapport au nombre total de
microbouture mis en culture), ainsi que le développement des pousses feuillées

restent tributaire de la composition hormonale des milieux de culture utilisés.

A cause du manque de matériel végétal, dont nous disposions au niveau du
laboratoire, nous étions contraintes de limiter nos expériences, cette fois ci, en
testant uniquement [’effet d’une seule cytokinines, la Kkinétine, sur le taux de
débourrement et 1’¢longation des pousses. C’est en tenant compte de ses bonnes

performances avec les apex, que cette hormone a été retenue et employée a Img/L.

Les résultats que nous avons obtenu, concernant le taux de débourrement
étaient trés favorables. Des taux de 1’ordre 100 % ont été atteints aprés seulement 3 a

4 jours d’exposition sur milieu de débourrement (tableau 6).

Le suivi des cultures révele aussi que le milieu a kinétine, est tres efficace a

la fois pour le débourrement et pour 1’élongation des tiges (tableau 6) (fig. 14).
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En effet, aprés seulement 15 jours de culture, le nombre moyen de tiges
(pousses) régenérées par explant était de 1,2. La taille moyenne de ces tiges a pu
atteindre les 2,56 cm, avec chacune une densité de feuilles moyenne de 11,6 par tige
(tableau 6).

Nous avons constaté, lors de cet essai, que le rythme de developpement des
pousses peut diminuer avec le temps, a cause de 1’épuisement des nutriments des
milieux de culture. A ce moment, le transfert des pousses sur des milieux frais de
méme composition (kinétine a 1 mg/L), s’est avéré indispensable et semble stimuler

davantage le développement des pousses régénérées.

Comme avec les apex, Iinfluence de cytokinines a la fois sur le
débourrement des bourgeons axillaires et aussi sur 1’élongation des pousses est trés
favorable. Elle agit sur la levée de dormance des bourgeons axillaires en stimulant la
division cellulaire des méristemes (Zryd, 1988 ; Margara, 1989).

Dans certains cas (I’exemple de I’olivier), pour obtenir de jeunes pousses a
partir de bourgeons axillaires, deux étapes successives de culture sont nécessaires :
un premier milieu pour le débourrement (composé d’un mélange auxine/cytokinine)
puis un second pour [I’élongation (contenant des cytokinines seule) (Yakoub-
Bougdal et al., 2003). Ca n’a pas était notre cas, puisque un méme milieu a servi a la

fois et pour le débourrement et pour I’élongation des pousses.

L’optimisation de certains parametres comme [1’augmentation du nombre de
tiges par explant est tres recherché en microbouturage. Dans le cas de 1’espéce
Carthamus tinctorius, il est possible de microbouturer la plante avec grand succes,
en utilisant comme explant des nceuds cotylédonnaires au lieu de bourgeons

axillaires de tige (George et Rao, 1982 ; Sujatha et Dinesh Kumar, 2007).

Les performances de la KN ou de la BA sur le microbouturage des espéces
appartenant au genre Carthamus est rapportée par plusieurs auteurs (Orlikowska et
Dyer, 1993; Sujatha et Dinesh Kumar, 2007).
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Notons par ailleurs, que le développement des microboutures (segments de

nceuds) n’a été possible que sur les milieux pourvus de cytokinines. Dans les milieux

qui en étaient dépourvus aucune croissance ou développement ne se sont manifestés.

Tableau 6: Taux de débourrement et 1’élongation des pousses de Carthamus caeruleus L

obtenus, aprés 15 jours de culture, sur milieu contenant 1 mg/L de kinétine.

KN Taux de Nombre Taille Nombre moyen
(mg/L) débourrement | moyen de moyenne des de feuilles /tige
(%) tiges/explant pousses (cm)
1 100 1,2 2,56 11,6

Figure 14 : L aspect des pousses végétatives régénérées apres : 1 (1), 3 (2), 10 (3) et

15 jours (4), sur un milieu a 1 mg/L de KN.

53



Chapitre 1V Résultats et Discussion

IV.1.3. Phase d’enracinement des tiges régenereées

Pour réussir un bon microbouturage, il ne suffit pas de remporter (ou
maitriser) la premiére phase qui consiste a régenérer des pousses végétatives a partir
d’apex et de segments de nceuds. Mais il faut parvenir aussi et surtout a enraciner

ces tiges afin d’obtenir des plantes entiéres capables d’étre cultivées.

Pour realiser cette phase, nous avons effectué des transferts des pousses
végétatives (agees de 4 semaines) régénérées a partir d’apex et de segments de
nceuds, sur des milieux dits d’enracinement. Dans cette partie, compte tenu du
manque de matériel végétal disponible, nous étions contraint de nous limiter a tester
uniquement deux milieux MS d’enracinement: un sans hormone et l’autre contenant
de PANA a 0,1 mg/L. Le choix de 'ANA a été fait sur la base des informations
recueillies de la bibliographie. Ainsi, de nombreux auteurs rapportent I’efficacité de
’ANA quant a I’induction et au développement des racines (Zryd, 1988 ; Margara,
1989). Deux principales observations sont a relever aprés avoir effectué les

transferts des pousses.

- La premiere concerne, le transfert des pousses (quelle que soit leur
provenance) sur des milieux sans hormone ne conduit a aucune rhizogenése.
Les bases des tiges brunissent et ne produisent ni racines ni cals. On note
cependant que les pousses Vvégétatives continuent leur élongation et

demeurent toujours chlorophylliennes (fig. 15 : (A et B)).

- La seconde concerne le transfert des pousses (quelle que soit leur provenance)
sur des milieux contenant de ’ANA ne conduit a aucune rhizogenese. C’est
plutdét la callogenése qui se déclenche au niveau de la base des pousses a
partir de la troisieme semaine (fig.15: (C et D)). Les pousses demeurent

cependant vivantes et parfois continuent sa croissance.

La non réussite de la phase d’enracinement au cours de cette étude peut étre attribué
en grande partie au nombre tres insignifiant de milieu d’enracinement, que nous avons

expérimenté.
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Aussi, le manque de matériel végétal d’une part et le non disponibilité de moyens,
matériels, produits chimiques et autres étaient en grande partie derriere cet échec. On ne peut

malheureusement pas tirer de conclusion sur cet aspect qui reste a dégrossir.

Les auxines souvent utilisées par les auteurs pour induire I’enracinement
des pousses regénérées in vitro chez un bon nombre d’espéces, appartenant au genre
Carthamus sont: ’ANA; AIB; AIA (Orlikowska et Dyer, 1993; Mandal and Dutta;
2001; Sujatha et Dinesh Kumar, 2007).

Figure 15: Aspect des pousses transférées sur milieu sans hormone (A et B) et des

pousses ayant développées des cals (C et D, fleches) sur milieu a ANA 0,1 mg/L.
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IV.2. Voie de multiplication par organogenése

L’organogeneése est une des voies de la micropropagation qui assure une
régénération non conforme des plantes. Elle s’appuie toujours sur la néoformation
de méristtme (Margara, 1989) et se deroule genéralement en 3 étapes : la

callogenese, la caulogenése et la rhizogenése.

Lors de ce travail, nous envisageons régénérer 1’espéce Carthamus caeruleus
par organogenése. Deux principaux facteurs, connus pour leurs influences sur
I’organogenése, seront testés a savoir: la composition hormonale  (combinaisons
ANA* BA et 2,4-D * BA) et la nature de I’explant (feuilles et pétioles) (tableau 7).

IV.2.1.Phase d’induction de la callogenése

Par callogenese, nous désignons le processus de formation d'amas de
cellules par l'assise génératrice des boutures placées dans les conditions de milieu
favorable (Huglin, 1986). C'est un tissu cicatriciel —parenchymateux, tendre et
succulent qui apparait principalement a la partie inférieure des boutures, mais

également des zones de section des fragments de feuilles et des pétioles.
La callogenese est quantifiée en déterminant le taux d’explants callogeénes.
Le suivi des cultures, nous a permis de relever les constatations suivantes :

- La callogenese s’est exprimée sur l’ensemble des explants testés et
aussi sur un bon nombre de milieux de culture. Quel que soit
I’explant, on note que les premiéres manifestations de la callogenese
se déclenchent, aprés 8 a 10 jours qui suivent I’ensemencement. Et
c’est souvent, au niveau des zones de blessures que les cals prennent
naissance (fig.16 : A, B, C et D).

- Les cals sont souvent de coloration blanchatre et de texture
compacte ou friable. Ils peuvent parfois prendre un aspect brunatre
(fig.16: E et F).
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La callogenése est a la fois influencée par la nature des explants

mais aussi par la composition hormonale (tableau 7).

Les aptitudes a la callogénese des feuilles sont meilleures que celles des

pétioles.

Les combinaisons faites avec 1I’ANA induisent facilement la

callogene, que ce soit avec les explants de feuilles ou de pétioles.

Figure 16 : Induction de la callogenése sur les fragments des feuilles (A et B) et des

pétioles (C et D) et aspect du phénomeéne du brunissement des cals formés (E et F).

57



Chapitre 1V Résultats et Discussion

Les aptitudes a la callogenése varient en fonction de nombreux parameétres comme la
nature et 1’age des explants, la composition hormonale des milieux de culture, la source

carbonée, le génotype, etc. (Zryd, 1988 ; Margara., 1989 ; Hopkins, 2003).

Les bonnes potentialités exprimées par les feuilles a 1’égard de la callogenése et méme
de la caulogenése sont signalées par de nombreux auteurs ayant travaillé sur une espece
proches de la n6tre comme Carthamus tinctorius (Singh, 1991 ; Sujatha et Dinesh Kumar,
2007).

La composition hormonale compte parmi les facteurs les plus influents sur
la callogenése. Ce sont les milieux combinant (cytokinines * auxines) qui favorisent
le développement de cals. Les meilleurs taux de callogenese (100 %) sont obtenus
sur les milieux combinant (BA * ANA) et (BA * 2,4-D). Avec les feuilles on trouve
les milieux : (0.1 BA * 0.5 ANA), (0.1 BA * 4 ANA), (0.5 BA* 0.5 ANA), (0.5 BA*
1 ANA) et le milieu (0.5 BA*0.5 2,4-D); et un taux de 80 % avec les pétioles,
surtout dans les milieux (0.5 BA * 4 ANA), (1 BA * 0.1 ANA) et (0.5 BA * 0.1 2,4-
D) (tableau 7).

Dans ce travail, nous avons noté aussi que la callogenése était absente en
milieux a cytokinines seules. Plusieurs études conduites sur Carthamus tinctorius
rapportent les mémes observations (Orlikowska et Dyer, 1993; Mandal and Dutta;
2001; Sujatha et Dinesh Kumar, 2007). Cela n’est pas toujours le cas puisque
certains auteurs signalent avoir réussi la callogenése a partir de style et stigmate

d’oranger en milieu pourvu de BA seule (1 mg/L).

Le processus de la callogenése est fortement stimuler dans les milieux
combinant (auxines * cytokinines) (tableau 7). Les milieux a fortes concentrations
en auxines produisent plus de cals quelle que soit la nature et la concentration des

cytokinines employées.

Les hormones de croissance de part leur qualité et leur quantité impactent
fortement le processus de la callogenése. Cette réalité est connue depuis longtemps
(Zryd, 1988 ; Margara, 1989).
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Souvent I’induction de cals nécessite la présence d’auxine. L’adjonction
des cytokinines renforce le pouvoir mitogéne des auxines et ameliore les aptitudes
callogenes des explants. Plusieurs études menées sur Carthamus tinctorius
confirment cela (Orlikowska et Dyer, 1993; Mandal and Dutta; 2001; Sujatha et
Dinesh Kumar, 2007). Cependant, le rapport entre ces deux régulateurs de
croissance change en fonction de plusieurs paramétres comme 1’espéce végétale
étudiée, la nature des explants employés, la composition des milieux de base, etc.
Sur ce registre, El Yacoubi et al., 2010, signale que le rapport cytokinines / auxines
doit étre faible, dans le cas du Bigaradier et du Poncirier (Img/L BA et 2 mg/L 2,4-
D) et plus ¢levé dans le cas du Citrange (5 mg/L BA et 1mg/L 2,4-D).
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Chapitre IV

Résultats et Discussion

Tableau 7: Aptitude a la callogenese des feuilles et des pétioles de 1’espece

Carthamus caeruleus en fonction de plusieurs combinaisons hormonales auxines/
cytokinines (ANA/ BA) et (2,4-D/BA).

Composition  hormonale des milieux La callogenése (%)
mg/L

Les feuilles Les pétioles
0.1 BA/0.5 ANA 100 40
0.1 BA/1 ANA 40 20
0.1 BA/2 ANA 93.33 53.33
0.1 BA/4 ANA 100 60
0.5 BA/0.1 ANA 70 33.33
0.5 BA/0.5 ANA 100 20
0.5 BA/1 ANA 100 0
0.5 BA/2 ANA 65 50
0.5 BA/4 ANA 80 80
1 BA/0.1 ANA 0 80
1 BA/1 ANA 96 53.75
1 BA/2 ANA 92 48.33
1 BA/4 ANA 93.33 25
0,1 BA/0.12,4-D 40 20
0.5 BA/0.12,4-D 00 80
0.5BA/0.52,4-D 100 30
0.5BA/12,4-D 60 00
1BA/0.52,4-D 20 00
1BA/12,4-D 50 00
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Chapitre 1V Résultats et Discussion

IV.2.2. Phase d’induction de la caulogenese et/ou de la rhizogenése

La caulogenese, désigne la néoformation des bourgeons, soit directement
sur les explants soit indirectement sur les cals produits au cours de la phase
d’induction. Quant a la rhizogenése, elle signifie le processus morphologique qui
conduit & la différenciation des racines soit directement sur I’explant soit

indirectement sur les cals produit au cours de la phase d’induction.

Concernant la caulogenése (néoformation de bourgeons), aucun résultat positif n’a pu
étre decelé, quel que soit le milieu de culture employé ou le type d’explant utilisé. En effet,
aucune néoformation de bourgeons (directe ou indirecte) ne s’est manifestée, que ce soit en
maintenant les cals produits sur leurs milieux d’induction de départ ou en les transférant sur

des milieux dépourvus ou contenant uniguement des auxines seules.

Pourtant, d’autres auteurs, ayant utilisé des protocoles expérimentaux trés proches du
notre, signalent avoir réussi [’obtention d’une caulogenése directe et méme indirecte chez un
bon nombre d’espéces appartenant au genre Carthamus (Orlikowska et Dyer, 1993; Mandal
and Dutta; 2001; Sujatha et Dinesh Kumar, 2007). A titre d’exemple, souvent les auteurs
recommandent des milieux MS, renfermant des mélanges (ANA * BA) pour micropropager
via I’organogenése 1’espece Carthamus tinctorius (George et Rao, 1982; Sujatha et Dinesh
Kumar, 2007).

C’est vrai qu’il existe parfois des génotypes récalcitrants qui répondent trés mal a la
micropropagation (Zryd, 1988 ; Saadi et Hamdani, 2007) et il se pourrait que notre espece
Carthamus caeruleus entre dans ce cas de figure. Mais, d’aprés les travaux de Sujatha et
Dinesh Kumar (2007), les milieux MS combinant ANA avec BA ou KN, peuvent convenir a
une trés large gamme d’espece de Carthamus puisqu’il a réussi a en régénérer 9 (especes) via

I’organogenese.

Notons par ailleurs, que les résultats négatifs enregistrés, lors de cette étude, ne
peuvent pas €tre expliqué uniquement par I’effet milieu de culture. Nous estimons, qu’ils sont
dans notre cas, dus beaucoup plus aux conditions de culture qui n’étaient pas favorables,
surtout au niveau de la chambre de culture. En effet, les températures qui devaient étre réglées
au alentour de 23 + 2 °C, étaient pratiqguement incontrolables a cause d’une défaillance de la

climatisation.
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S’agissant de la rhizogenése, aucun résultat positif n’a pu étre décelé quel que soit le
milieu de culture employé ou le type d’explant utilisé. En effet, aucune néoformation de
racines (directe ou indirecte) ne s’est manifestée, que ce soit en maintenant les cals produits
sur leurs milieux d’induction de départ ou en les transférant sur des milieux dépourvus ou

contenant uniquement des auxines seules (fig.17).

En tout les cas cette partie du travail n’avait pas une grande importance puisque

I’étape de la caulogenése qui la précéde n’a pas donné des résultats positifs.

Figure 17 : Aspect des cals produits sur le milieu ANA 0,1 mg/L (A, B) et le

phénomene de brunissement des cals obtenu sur un milieu sans hormone (C, D).
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Conclusion

Conclusion

L’objectif principal de la présente contribution est de régénérer in vitro une plante
sauvage qui fait partie de la grande panoplie des plantes médicinales que possede le pays. La
plante en question est Carthamus caeruleus L, une espéce spontanée trés utilisée en médecine

traditionnelle Algérienne pour soigner les brulures.

Deux principales voies de micropropagation ont été testées: le microbouturage

(multiplication conforme) et I’organogenése (multiplication non conforme).

Concernant le microbouturage, deux types d’explants ont été testés : les apex de tiges

et les segments de nceuds. Tous les deux ont donnés des résultats probants.

Pour la phase de reprise de croissance des apex et de débourrement des bourgeons
axillaires et d’¢longation des pousses végétatives, la composition hormonale des milieux s’est
montrée déterminante. C’est 1’adjonction de la KN seule dans le milieu, aux doses de 1 mg/L,
que les meilleurs taux de reprise (pour les apex) et taux de débourrement des bourgeons (pour
les segments de nceuds) chez Carthamus caeruleus L ont été obtenus. De méme pour
I’élongation des tiges, c’est toujours la KN appliquée a 1 mg/L, qui fournit les meilleurs
scores (2,01 cm avec les apex et 2,56 cm avec les segments de nceuds). Aussi, avec la méme
cytokinine, le nombre moyen de tige par explant (jusqu’a 6 tiges par bouture) s’est vu

nettement amélioré.

Pour la phase d’enracinement, elle s’est montrée difficile a réaliser dans les
conditions de culture (particulierement la composante hormonale) que nous avons choisies et
qui semblent €tre inefficaces. Sur les milieux dits d’enracinement, s’est plutot la callogenése
qui s’est déclenché au niveau de la base des tiges transférées au lieu des racines. On note par
ailleurs que les mauvaises conditions de culture (défaillance de la climatisation dans les
chambres de culture et de la photopériode) dans lesquelles nous avons mené ce présent travail

ont aussi contribué a cet échec.



Conclusion

S’agissant de 1’organogenése, les meilleurs résultats obtenus sont ceux liés a la
callogenése. Nous avons relevé que les fragments de feuilles présentent de bonnes aptitudes
callogénes comparativement aux explants de tiges.

L’induction de la callogenése se trouve fortement stimuler lorsque les cytokinines
sont combinées aux auxines. L’emploi de cytokinine seule dans le milieu est sans effet sur ce
processus morphogénétique. Les meilleurs taux de callogenése (100 %) sont obtenus avec les
mélanges (ANA * BA).

Pour la caulogenése et la rhizogenése, aucun résultat n’a été décelé quel que soit
I’explant ou le milieu de culture, utilisés. Les cals transférées sur des milieux a 0,1 mg/L
d’ANA ou milieux sans hormone, n’induisent aucune néoformation de bourgeons (de racines

ou de tiges). Souvent les cals brunissement et finissent par mourir.

En guise de conclusion, nous pouvons dire que la non réussite de la phase de
I’organogenése chez I’espéce Carthamus caeruleus L peut étre attribuée a plusieurs facteurs.
A cbté de la composition hormonale des milieux qui peut étre trés déterminante, 1’effet de la
nature des explants et du génotype ont aussi leur part d’influence sur 1’organogenése. Il est
probable que les facteurs que nous avons choisis, lors de cette étude ne conviennent pas pour
induire une organogenése. Moduler tous ces facteurs dans des travaux futurs peut conduire a

des résultats probants.

Notons par ailleurs, que les résultats négatifs enregistrés, lors de cette étude, ne
peuvent pas étre expliqué uniquement par 1’effet milieu de culture ou de la nature des
explants. Nous estimons qu’ils sont dans notre cas, dus beaucoup plus aux conditions de
culture qui n’étaient pas favorables, surtout au niveau de la chambre de culture. En effet, les
températures qui devaient étre réglées aux alentours de 23 + 2 °C étaient pratiquement

incontrdlables a cause d’une défaillance de la climatisation.
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Annexes

Annexe 1 : Milieu de Murashige et Skoog, (1962).

Constituent

Solution meres
(mg/L)

Volume a ajouter
(mg/L)

Concentration finale
(mg/L)

Macroéléments 10X 100

NHsNO; 16500 1650
KNO; 19000 1900
CACL,.2H,0 4400 440
MgS0,.7H,0 3700 370
KH,PO, 1700 170
Microéléments 50X 20

MnS0O4.H20 1115 22.3
ZnS04.7H20 430 8.6
H3BO3 310 6.2
Kl 415 0.83
Na2Mo04.2H20 125 0.25
CuS04.5H20 1.25 0.025
CoCl2.6H20 1.25 0.025
Fer- EDTA 50X 20

Na2EDTA 1865 37.3
FeSO4.7H20 1390 27.8
Vitamins 100X 10

Glycine 20 2
Acide Nicotinique 5 0.5
Pyridoxine.HCI 5 0.5
Thiamine HCI 5 0.5
Myo-inositol 10000 100
Sucre

Saccharose 30g/I
Agar 79/l




Annexes

Annexe 2 : Préparation de la solution de fer EDTA

FeSO, 7H,0 et Na,EDTA sont dissout séparément dans 1/10° et 9/10° du volume désiré
finale d’eau distillée a 60°c respectivement. Sur une table d’agitation chauffante, verser
progressivement la solution de FeSO4, 7H,0O dans celle de Na,EDTA, puis laisser le mélange
sous agitation pendant une heure, le mélange passe progressivement d’une couleur jaune
claire foncé, elle sera stockée a 1’abri de la lumiére a 4°c dans un flacon préalablement

stérilisé.

Annexe 3 : Les régulateurs de croissances

Régulateurs Solvants
ANA 1IN NaOH
2,4-D EtOH ou 1NaOH
BA 1N NaOH
KN 1N NaOH






