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Résumé.

Dans des études réalisées sur des especes lignsesnbryons sont régénérés a
partir des tissus de folioles ou des segments digssps avec passage ou non par cal en présence
du 2,4D sur un milieu de MURASHIG et SKOOG (Waldl§93). Dans notre étude, I'objectif
visé est I'étude de l'influence du matériel végétall’Actinidia sur la réponse a 'embryogénése
somatique ou trés peu de travaux ont été réali3@sa observé l'induction puis la maturation
des embryons somatiques produits. Les graineség#i, en nombre de trois cent proviennent de
la Station Expérimentale Boufarik (Algérie) et deStation de Jourdain (Toulouse, France). Ces
graines sont mises a germer dans des boites deaPéis désinfection. Aprés 25 jours, on a
récolté des folioles, qui sont ensuite sectionnéessegments et placées sur un milieu
d’induction d’embryogénese somatique M2 composéa283u M (2,D) a raison de 4 explants
par boite de Pétri. Un traitement de développereéne maturation des embryons somatiques
formés et ensuite appliqué sur tous les explamsptémier repiquage a lieu sur le milieu M3
(MS+750 mg Glutamine) suivi d’'un deuxieme repiqua@é (MS+5,37 u1 M NAA+ 25 u M
AG3). La calogénese s’est manifestée pour chagpe @yexplant et pour chaque durée
d’exposition au 2,4 D aprés un transfert dans dremenrichi en Glutamine mais dépourvu de
2,4 D. L'effet stimulant du 2,4 D pour la calogéa&st inhibiteur d’'embryogénése somatique et
il a été observé aussi par Tetu et al. (1987) héetterave.

Mots clés: Calogénése, inhibiteur, embryogénése, milielprgon.
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INTRODUCTION

La technique de régénération exploitéesdaa travail est I'embryogenése
somatique directe et indirecte tl&ctinidia chinensisPL. Une vingtaine d’especes
ligneuses est capable de révéler une potentiafiférywgéne souvent décelée a partir
d’embryons zygotiques (Williams et Maheshwaran,89®es embryons somatiques
ont été également obtenus avec des essences émestelles que le chéne vert
(Quercus ilex (Féraud- Keller et Espagnac, 1988). Des régéonésbnt été obtenues
avec une vingtaine de cultivars et porte- greffepdenmier Malus pumilg (Jones,
1991). Les difficultés de multiplication par voiexsiée et végétative de I'Actinidant
orienté notre travail vers la micropropagation

Cette étude vise a étudier la possibitig® régénération déActinidia par
embryogenese somatique directe et indiragpartir d’'une induction au 2.4-D. Dans la
majorité des cas, chez les ligneux les embryons gménérés a partir de tissus de
folioles ou de segments de pousses avec passagmaqar cal, en présence du 2.4-D
sur un milieu de Murashige et Skoog (Walali, 1993jasckaran et Mullins (1985)
signalent que pour la vigne une cytoKinine (BAP &) est nécessaire au
développement des embryons jusqu’au stade cotydédeaen Cette constatation est
confirmée par Féraud- Keller et Espagnac (1988J fouahéne vert. L'objectif visé est
'étude de linfluence du matériel végétal de I'iitia sur la réponse a
I'embryogenése somatique ou trés peu de travaugténtentrepris. Les essais portent
sur I'induction suivie de la maturation des embirysomatiques produits.

MATERIEL ET METHODES

1.1- Graines

Les graines utilisées sont extraites a partir degsf mars de la variété
Hayward.Afin de préparer la levée de la dormaresgraines ont subies un traitement
au froid a une température de 4 a 5°C +/- 1°C petdizux semaines. Deux lots de 300
graines chacun de provenance de la station expéaheede Boufarik et de la station de
Jourdain (Purpan - Toulouse) ont été étudiés.

1.2- Désinfection, Germination et repiquage

L’expérimentation a été menée sous une tempérdr25°C +/- 1°C et une
photopériode de 16 heures d’éclairement blanchetu8es d’obscurité dans la chambre
de culture. Les graines initialement désinfectéestigmpage de 10 minutes a l'alcool
éthylique a 70° et ensuite dans I'hypochloritesddium a I'eau distillée stérile. Les
graines sont mises a germer dans des boites dgZ%e& 30 graines / boite) muni d’'un
papier filtre humecté avec 10 ml d'eau distilléeu Aout de 25 jours, période
correspondant a I'apparition de foliole, les vitsemis sont transférés dans des tubes a
essais contenant 20 ml du milieu {jMle Murashige et Skoog (1962). Le miliey M
permet aux vitro- semis de poursuivre leur dévetopgnt.
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1.3- Embryogenése somatique directe

Les entre- nceuds et les jeunes foliole sont préke@epartir de plantules de 8
semaines. lls sont sectionnées en segments epkadtes sur un milieu d’induction
d’embryogenése somatique {MMS +25 uM (2.4-D)) a raison de 4 explants patebo
de Pétri. Deux durées d’exposition a 25°C +/- $8Ds un éclairement blanc fourni
durant 16 heures quotidiennement a l'aide de nédms36 W. lintensité de
I'éclairement varie de 38 & 62 u mof/isec. (6 boites par durée de traitement sont
utilisées) (tableaul).

Tableau 1
Traitement d’induction d’embryogenése somatiqueate
(cas des entre- nceuds et des folioles).

Milieu Durée
M, : MS +25 uM (2.4-D) 7 jours
M, : MS +25 uM (2.4-D) 14 jours

Un traitement de développement et de maturationetidsryons somatiques
éventuellement formés est ensuite appliqué a esisxplants. Un premier repiquage a
lieu sur le milieu M (MS + 750 mg glutamine) suivi d’'un deuxiéme repige sur le
milieu My (MS + 5.37 uM NAA + 2.5 uM AgQ), 12 semaines plus tard. Les 2 cultures
se font dans les mémes conditions environnementgles lors du traitement
d’initiation. La glutamine présente dans le milldy est ajoutée avant l'autoclavage. La
AG; présente dans le milieu/Mst ajoutée apres l'autoclavage a I'aide d’unangee
ajoutée d'un filtre (0.2 um).

1.4- Embryogenése somatique indirecte
» Folioles d’'Actinidia, origine : Boufarik (Algérie)
Les 2 ou 4 folioles les plus développées sontsées apres 4 semaines pour un
premier groupe de plantules et apres 12 semainas|padeuxieme groupe.Pour les
deux (2) périodes de prélévement, des folioles tayme dimension sensiblement
identique sont excisées. Les explants sont misuare sur les milieux d’induction de
callogenése et d’'embryogenése MIS+ 4.5 uM (2.4-D) + 4.6 uM (kin) + 8g/l d’Agar)
et Mg ayant les mémes concentration avec 12g/l d’AgarsNovons utilisé 5 boites de
Petri par traitement soit 20 explants par traitene¢ipar milieu.
Tableau 2
Traitement d’induction de la callogenése et embey@ge somatique sur feuille de
plantules issues de graines de Hayward originale la région de Boufarik.

Exposition Obscurité Photopériode 26+/- 1°C
M5 MS

Milieu
Me MG
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Des traitements de développement et de maturaterethbryons somatiques
éventuellement formés sont appliqués aux cals tleldodu premier et deuxieme
groupe. Le milieu M et Mg contiennent de ’ABA qui est ajouté au milieu adture
apres l'autoclavage a l'aide d’'une micropipette (Am). Les cals mis en culture sont
au nombre de 4 par boite de Pétri. Le taux de saoie relatif moyen (RGR) est
calculé sur la base du poids frais des cals pagwh milieu d'induction.

PRG = (Ln (Fwf) — Ln (Fwi)) / t.
Avec Fwf = poids frais final.
Fwi = poids frais initial.

t  =durée de culture.

- Folioles d’Actinidia, origine : Purpan (Toulouse -France)

Les graines utilisées proviennent de la statiomdkn de France. La méthode
de désinfection, la germination se fait dans deslitions de culture identique que
précédemment. Aprés 4 semaines les deux folioteglles développées sont excisées et
sont stérilisées. La mise en culture se fait suixdailieux d’induction de callogenése
et d'embryogenése somatique &t M,.

Tableau 3
Traitement d’induction de la callogenése et embey@ge somatique sur feuille de
plantules issues de graines de Hayward origiaale la région de

Jourdain.
Exposition Photopériode 26+/- 1°C
- Ms
20 explants/milieu
Me

Les observation macro et microscopiques des cats que le calcul du RGR
moyen sur la base du poids frais des cals constis résultats des traitements
d’induction.

Un prélevement d’explants pour I'étude histologiga@si qu'une observation
macroscopique des explants est effectuée avantiehlagiquage.

RESULTATS

2.1- Embryogenese somatique directe
- Entre- noeuds

Les explants des deux séries (exposition de 7 jours4 jours au (2.4-D), 25
UM, suite au traitement d’induction ont présenté aspect quasi identique. Des
boursouflures sont apparues a leur surface, pluguéas cependant suite a I'exposition

8
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de 14 jours. Le traitement de développement sumiéeu Mz (MS+750ug de
glutamine) a favorisé I'apparition de cal sur 95é6 @xplants et I'apparition de racines
sur 58% des cals, aprés une exposition de 7 jo@QBseM de 2.4-D. A I'exposition 14
jours, tous les explants ont produit du cal et 2084ces derniers ont différencié des
racines. Le traitement suivant avec le milieg(MS+5.37uM Na+2.5 uM Ag n'a pas
modifié le mode de développement des explantspigucontinué a former des racines
et du cal (qui dans de nombreux cas, arrétaitaiéreret brunissait).
- Folioles

Le milieu d’'induction a eu trés peu d'effets vigiblau niveau des explants, et cela
quelle que soit la durée d'induction. Seules quedquégeres boursouflures et
déformations ont été observées. En fin de traitérdendéveloppement sur le milieu
M3, nous avons noté 45% d’explants avec un cal (Hens pratiquement tous les cas)
et 15% des cals avec des racines, pour une dur@udfion de 7 jours. Les explants
ayant subi 14 jours d’induction ont en une call@gnplus importante puisque 80% des
explants ont formé un cal brun - beige. Cependardyn des cals formées n’a produit
de racines. Le milieu Ma favorisé le développement de quelques petitdaas sur
25% des cals issus des explants induits pendajdutg au détriment de la croissance
des cals. Les cals issus d’explants induits pendgatrs n’ont pas évolués non plus
mais il N’y a pas eu de formation de racines suppl#aires.
2.2-Embryogenése somatique indirecte
-Folioles issues de plantules de 8 semaines (Bouar

La formation de cal sur le milieu d’induction a égaucoup plus efficace sous une
photo période (PP) de 16 heures. En effet, les tmuxallogenése suivants ont été
observés :

- 60% des explants pour le milieu d’inductiory lMS+2.4-D, 4.5 uM; Kin, 4.65

UM; 8g/l Agar), PP de 16 heures.
- 65% des, explants pour le milieu d'inductiory W1S+2.4-D, 4.5 uM; Kin, 4.65
UM; 129/l Agar) PP de 16 heures.

- 25% des explants pour le milieu d’'induction, I'obscurité.

- 15% des explants pour le milieu d’'induction, I'obscurité.
Dans le dernier cas, des infections bactériennas nat contraint a éliminer les cals.
L'aspect de cals exposés a une PP de 16 heureardiinduction était tres semblable
pour les deux milieux. lls étaient verts, beigebreins, trés friables, avec souvent de
petits points verts foncés a lintérieur du cal.slLeals sur M étaient, cependant,
beaucoup plus secs en apparence a cause de lgefate en Agar et donc du potentiel
hydrique plus faible. Des racines se sont ausseldppées sur le milieu. Les cals a
I'obscurité étaient beiges et trés friables. Laufegl présente les RGR moyens sur 3
sub- culture.
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Folioles issues de plantules de 16 semaines (Boikar

Les explants prélevés sur des plantules de 16 semaint montré une compétence
légérement supérieure pour la callogenése a celte fuilles de plantules de 4
semaines (figure 2).

En effet, nous observons 75% d'explant avec calesmnilieu d’induction M et 80%
d’explants avec cal sur le milieu d’induction, MCependant, les cals formés se sont
aveérés beaucoup moins volumineux et plus pales salement quelques points verts.
Le RGR moyen présenté dans la figure 6 et défintaurs de la premiere sub- culture
est supérieure dans le cas du milieu de cultureeMyui confirme les résultats obtenus.
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Eigure 2 . Taux de croiszance relatil (RGR) moyen des cals issus de feuilles de plantules Sgées
de 16 semaines sur mibeux d'induection
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Folioles originaires de la région de Purpan (Toulose)

De nombreuses cultures ont dd étre éliminées saiten important probleme
d’infections fongiques et bactériennes pendanultue des folioles. Sur les boites de
Petri non contaminées, des taux de callogenes&%epbdur le milieu M et 50% pour

le milieu Mg ont été observés. Les cals formés étaient peumimodux et de couleur
beige a vert avec parfois des points verts foncéeatre. Le RGR moyen des cals sur
ces milieux dinduction, qui a été suivi sur lessBb- cultures (Figure 3) est
sensiblement le méme sur les deux milieux.

DISCUSSION

P ra i re s ube culture
Eleudéme sub- culture

Il e

Figure 3 : Taux de croissance relatif (RGR) moyen de cals issus de feuilles de plantules issues de graines récoltées
sur des fruits dans la région de Toulouse sur miliewx d mduction,

3.1- Embryogenese somatique directe

- Entre- noeuds

Les coupes histologiques effectuées suite au rmaiteé de développement et de
maturation dans 2 explants par durée d'inductidontnpas permis de mettre en
évidence la présence de structures susceptiblesidan potentiel embryogéne. Par
contre deux amas de cellules méristématiques plusmains bien délimités ont été
observés au niveau des cals formés par les exmaatsune durée d'induction de 14
jours (figure 4et 5).

Nous n’avons donc pas affaire a de I'embryogesésstique directe.

11
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- Folioles

L'analyse histologique des explants prélevés apees culture sur le milieu M
(MS+750ug de glutamine) n’a pas révélé de strustpogentiellement intéressantes.

3.2-Embryogenése somatique indirecte

-Folioles issues de plantules de 8 semaines (Boluiar

En moyenne, le RGR le plus élevé est obtenu aveailleu Ms a I'obscurité. Nous
observons une tendance générale a la diminutidawude croissance relatif au fil des
sub- cultures. Une analyse histologique a révéfdaence de masses méristématiques
assez bien délimitées de forme ovale est en géaérakin de 5 cals primaires sur 6
cultivés sur un milieu Met dans 6 cals sur 7 sur le miliey,Mous une PP de 16 heures.
Deux de ces masses sont présentées sur les fiyatés

12
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Des cals primaires issus de milieux Bt Mg a I'obscurité ont ainsi donné des
masses meéristématiques bien délimitées qui sostriles sur les figures 8 et 9.

Fimare £ Amas ménistémations an sem o cal primeirs miomt s Fizwe 3 - Amas ménstémaique a1 sem du cal primare mdut 5o
des fouilles mises en cubine an b owdlion WS + 450 de 24D des feailles mser en culbom n Jo milea MZ + £5uM de

+ 465 (kix) + B Azar (My) & Vobsowté, Les axplas 24-D + 4650 (ki) + Bgfl Agar (M) 3 'chsowié. Les explats
provierment de plotiles Sgies de d semames, proviement de plantules Sgdes da 4 samames,
Grosswsermerd : |50k Grossissement - 185

Parmi toutes ces structures observées de nombreas méristématiques trés
diffus étaient aussi visibles ainsi que des ama&gutiers suggérant un processus de
« bourgeonnement ». Les traitements de développgeshele maturation ont conduit a
de nombreuses observations ou toutes les cals v@leserétaient tres friables.
L'observation macroscopique des cals a été cong[@é une analyse histologique a la
fin de la quatrieme sub- culture. Les observatiomsroscopiques ont révélé la
présence de structures diverses mais pas vraipécifigue a chaque traitement. Parmi
celles- ci, de nombreux amas méristématiques atiffagz avec parfois au centre des

13



Agricultura - Stiinti si practici nr.1-2 (65-66)/ 2008

trachéides et des fibres sont visibles. Des amsezdsien délimité similaires a ceux
observés sur les milieux d’'induction sont aussieobésl es trachéides ont tendance a
s’organiser en réseaux mais cette organisatiort p&s associée a une organogenese
caulinaire ou racinaire en développement. Une obtien a fort grossissement montre
une certaine dégénérescence des cellules mérigjéemtdont le cytoplasme est
condensé. Parmi toutes les lames observées, aotuyan en développement n'a été
repéré.

-Folioles issues de plantules de 16 semaines (Baika

L’analyse histologique confirme également les @ssilobtenus avec les cals de feuilles
de plantules de 4 semaines. En effet, des amaslidées méristématiques assez bien
délimités, de forme ovale, ont été observés suite2atraitements d’induction (2 cals
par traitement). Les Figures 10 et 11 illustrens eenas méristématiques, une pour
chaque milieu d’induction.

Figu 10 dvws miisisbnadique o sl o eal privae indut MMmmmwmmthpmm
das fomlles mses en onfbare ;o Lo pmiben BES + 4500 de 24D+ o des fomlles mises en cubhore s le malen M5 + 45,00 de 24-T1+

4650 ent) + Bl Agar (M) sos ume phofopénode de 16 heomes, 4 B5uM (i) + [2g1 Agar (My) sous ane photopénods de 16 heuses
Les explarts provizment de plahales dpées de 12 sermames Les explarts provieement de plardules dzges de 12 semames.
Crosswsemet | 20 Crrossissernad : 210

D’autres amas beaucoup plus diffus ont aussi é&érebs ainsi que des amas
semblant bourgeonner. Les cals sont a nouveau fi@sdes. Les traitements de
développement et de maturation n’ont pas appomépdrtant changements au niveau
des structures présentes dans le cal. Nous obsemoms d’amas méristématiques
bien délimités. Aucun embryon somatique en dévedopmt n’a été observe.

-Folioles originaires de la région de Purpan (Toulase)
L’étude histologique (2 cals par traitement) révgle€il n'y a pas d’embryons en
développement. Seules des structures de forme osaéx des cellules non-
méristématiques a parois épaisses ont été observées

14
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CONCLUSION

La callogenése s’'est manifestée pour chaque typepldint et pour chaque durée
d’exposition au 2.4-D, aprés un transfert dans ulemenrichi en glutamine mais
dépourvu de 2.4-D. Dans chaque cas, les cals gwétés plus abondants sur des
explants ayant subi une exposition plus longue.4tD2 cependant les cals issus de la
plus longue exposition ont montré un potentiel ageme plus faible. L’effet stimulant
du 2.4-D pour la callogenése et inhibiteur d’emiggmmese somatique directe a déja été
observé par Tétu et al. (1987) chez la betteravegrable se confirmer dans notre cas.
L'inhibition de la rhizogeneése lors de longues estpons pourrait aussi étre liée a la
forte concentration utilisée. En effet, BAHKI et 8EY (1980 in GEORGE, 1993) ont
mis en évidence qu’une concentration élevée er2a4ait un effet inhibiteur sur la
capacité rhizogéne de cals de tomate, méme poudunée d’'induction d’un jour. Par
contre, une concentration plus faible a favoriséotenation de racines seulement pour
de longues périodes d’induction. TENNING et al. 92P ont mis en évidence
l'influence négative de I'dge de I'embryon zygo#qen tant qu’explant pour de
I'embryogenese somatique directe chez la betterave.

Nous pouvons donc envisager un nouvel essai d’emgenese somatique directe avec
des embryons somatiques immatutésctinidia chinensis.

Etant donné I'empirisme important attaché a ceaigsen général, de hombreux autres
protocoles pourraient cependant faire I'objet ddéss

La présence d’amas méristématiques dans du calrefemoeuds induits pendant 14
jours révele un éventuel organogene de ces calppgrrait servir pour la formation de
racines mais ces masses pourraient aussi avoiotemtfel embryogéne. Dans ce cas,
ou s’approche plutbt au contexte embryogenese gqumeaindirecte. Les cals induits
sur un milieu enrichi en 2.4-D et Kinétine, aveit 8oou 12g d’Agar par litre sous une
photopériode de 16 heures, ont tous produit des améaistématiques bien délimités de
forme ovale en général. Cependant, nous ne possquts encore assez d'évidence
pour affirmer le caractére embryogéene de ces amas.

Les différents traitements de développement et drimtion ont & nouveau provoqué
I'apparition de masses vertes, compactes a lacguda au sein du cal qui n'ont pas
abouti a une organogenése caulinaire. Ces mass&s vgourraient indiquer une
capacité organogene ou embryogéne du cal.

Si les amas méristématiques présents au sein desocd véritablement embryogene, il
est donc évident que ce sont les étapes de déesmpp et de maturation des
embryons somatiques qui sont limitantes.Pour caontucet obstacle, le transfert sur
un milieu dépourvu de régulateurs de croissandmatiétape d’induction pourrait étre
plus favorable au développement des masses protyenmaires qu’'un milieu
contenant de la Kinétine, étant donné que ce presaieetrouve dans de nombreux
protocoles d’embryogenese somatique. Une autreiljildigs serait d’augmenter le
rapport cytokinine/auxine (GEORGE, 1993/1996).

La capacité embryogéne d’'un cal dépend souventiédotgpe (BROWN et al., 1995)
ce qui pourrait expliqué le contraste entre lesltas de I'analyse histologique réalisée
pour les cals primaires originaires de la régionBdefarik et ceux originaires de la
région de Purpan (France). L'effet du génotype p&ssi inter réagir avec le milieu ou
les conditions environnementales de la culture (BROet al. 1995). En conséquence,
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il est probable que les exigences culturales detaets originaires de la région de
Purpan soient différentes pour I'obtention d'ama®ristéématiques a caractere
éventuellement embryogénique.
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