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RESUME

Objectif : Actuellement, 'amélioration des agrumes vise entre autres la diversification variétale des petits
agrumes sur des criteres d’étalement de la production et d’amélioration des qualités organoleptiques et
nutritionnelles, et une aptitude a la production de fruits de qualité. Ainsi 'augmentation de la variabilité
génétique via la callogenése est le principal objectif de cette étude. Dans ce sens, la détermination des
conditions optimales d’induction de la callogenése selon les milieux de culture et les génotypes constitue
I'étape préliminaire de ce travail.

Méthodologie et résultats : la culture des cals a été initiée a partir des embryons excisés de six variétés de
mandariniers (Anana, Lee, Murcott, Nadorcott, Temple, Ortanique) sur le milieu de base de Murashig et Tuker
(MT). Différentes concentrations de régulateurs de croissance ont été testées afin d'obtenir le meilleur
développement des cals: MT+ 1mg/l 24D + 0.5mg/l Glutamine, MT+ 1mg/l 24D + 0,5mgll
Asparagine,MT+1mg/l 2,4D +0,5mg/I BAP, MT+ 1mg/l 2,4D + 0,5mg/| ANA, MT+ 1mg/l 2,4D + 0,5mg/l kinétine.
Résultats et discussion : Aucune réactivité n'a été observée sur le milieu de base MT sans régulateurs de
croissance chez toutes les variétés. Ainsi, la concentration du régulateur de croissance a un effet significatif sur
linduction de cals, la croissance et la texture. La fréquence la plus élevée d'induction de cals a été observée
sur le milieu de culture MT contenant les hormones de croissance 2-4 D/ BAP (1/0,5 mg/l). Les essais
pratiqués ont révélé que les cals peuvent apparaitre au bout de huit jours a 'obscurité. Les cals obtenus, sont
friables, noduleux crémeux et blanchéatres chez les variétés Nadorcott, Temple, Ortanique et Murcott. Tandis
que les variétés Anana et Lee représentent des cals brunétre et compacts.

Conclusion et Application des résultats : Ces résultats mettent en évidence la grande aptitude de la
callogenese dans le milieu MT contenant 1 mg/l 2-4 D + 1 mg/I BAP. Les cals friables obtenues seront repiqués
dans d’autres milieux favorables pour l'induction d’embryogénése somatique et puis la régénération des
plantules. De plus, la maitrise de callogénése pourrait servir le programme de fusion de protoplastes.

Mots Clés : Agrumes, mandarinier, callogenése, variation somaclonale.
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ABSTRACT

Objective: Currently, improving citrus aims at varietal diversification on based on production and improvement
of organoleptic and nutritional qualities, and ability to produce quality fruit. Thus, the increase in the genetic
variability via callogenesis is the main objective of this study. Determination of optimal conditions for induction
of callus according to culture media and genotypes is preliminary stage of this work.

Methodology and Results: Culture of callus was initiated from embryos excised from six varieties of mandarin
(Anana, Lee, Murcott, Nadorcott, Temple and Ortanique) on basal medium of Murashig Tuker (MT). Different
concentrations of growth regulators were tested to obtain the best development of callus: MT + 1mg /12.4D +
0.5mg /| glutamine, MT + 1mg/12,4-D + 0.5 mg /| asparagine, MT + 1mg/12,4-D + 0.5 mg/| BAP, MT + 1mg
[12,4-D +0.5mg /I NAA, MT + 1mg/12,4-D + 0.5 mg /| kinetin,

Results and Discussion: No reaction was observed in the basal medium without growth regulators MT in all
varieties. Thus, the concentration of the growth regulator has a significant effect on the induction of callus
growth, and texture. The highest callus induction frequency was observed in the culture medium containing the
MT growth hormones 2-4 D/ BAP (1/0.5 mg/). Tests carried out showed that callus might appear after eight
days in the dark. The calluses obtained are friable, nodular and creamy white in Nadorcott, Temple Ortanique
and Murcott varieties, while cultivars Lee and Anana represented brownish compact callus.

Conclusion and Application of results: These results highlight the great ability of the callus in the MT medium
containing 1 mg/12-4 D + 1 mg/| BAP grown for eight days in the dark. Friable callus obtained will be planted
in other medium favourable for somatic embryogenesis induction and seedling regeneration

Keywords : Citrus, mandarin, callogenesis, somaclonal variation.

INTRODUCTION

Au Maroc, le secteur agrumicole compte parmi les 'embryogenése somatique directe ou via la
principales filiéres de production et joue un role callogenése offre de nombreuses perspectives pour
important sur le plan socio-économique parlavaleur ~ la création variétale et la propagation des porte-
ajoutée qu’elle génére et le nombre de journées de greffes (Vardi et al., 1990 ; Ollitrault et al., 1995 ;
travail qu’elle offre annuellement. Sur un marché des Carimietal., 1998 et 1999 ; Khayri et al., 2001 ; Dutt
fruits frais trés concurrentiel, les petits agrumes, et Grosser, 2009 et Grosser et al., 2009). Les
telles que les mandarines et les clémentines sont potentialités ~ calogenes et  embryogénes
aujourd’hui I'un des secteurs les plus dynamiques de apparaissent fortement différentes suivant le
la production et des échanges mondiaux d’agrumes. génotype, et dans une moindre mesure en fonction
De méme, elles ont su gagner la préférence des du stade de prélévement. Cette différence de
consommateurs. Dans ce sens, la recherche de réactivité entre cultivars avait déja été constatée par
nouvelles variétés productives et de bonne qualité de nombreux auteurs (Kochba et al., 1972 ; 1976 ;
permettrait d’augmenter la popularit¢ des Moore, 1985 ; Gmitter et Moore, 1986, Handaji et al.,
consommateurs en proposant des produits sans 2005). Elle est souvent corrélée au niveau de
pépins, faciles a peler et cultivables toute I'année. polyembryonie in vivo de cultivars et pourrait
Parmi les méthodes d'amélioration génétique, s'expliquer par des balances hormonales endogénes
linduction in vitro de callogenése est une étape différentes (Moore, 1985). Chez les Citrus, la culture
fondamentale a maitriser pour mieux exploiter la des cals a été obtenue a partir de nombreuses
fusion des protoplastes et la variation somaclonale. espéces, telles que grandis, aurantifolia, medica,
Elle était largement étudiée au cours de ces limon, madirensis, paradissi, reticulata (Sabharwal,
derniéres années pour beaucoup de plantes 1963 ; Murashig and Tucker, 1963 ; Chaturvedi et
d’intéréts  économiques. Chez les citrus, Mitra, 1915 ; Moore, 1985 ; Gill, 1992 ; Gill et al.,
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1994 ; Tao et al., 2002). Le développement des cals
embryogeénes est le point de départ pour l'isolation
des protoplastes et la régénération des plantules
(Vardi et al,1982; Kobayashi et al,1988 et
Starrantino et al., 1992). De méme, la recherche de
la variation somaclonale est exploitée sur les
agrumes, pour sélectionner des porte greffes
résistants et tolérants a la salinité (Beloualy et
Bouharmont,  1992;  Bouharmont, 1996 ;
Bougarfaoui, 1987 ; Abousalim et al, 2002, et
Beniken et al 2013). Aussi, 'induction des cals a été
initiée a partir des ovules des mandariniers (Handaji
et al., 2005, Ollitrault et al 1992, B. Singh1 et al
2006,) ; des embryons excisés des porte greffes
d’agrumes (Benyahia et al., 2012, Ramdan et al,
2014, El yacoubi et al 2010 ; Nafees Altaf et al
2009), des fragments des feuilles (Nafess Altaf et al,

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal : L’étude a porté sur les graines issues
de fruits mdrs de sept mandarines (Tableau1). Les
échantillons sont récoltés au niveau de la collection
d'agrumes de I'INRA EI Menzeh. Cette récolte s'est
effectuée sur une période de quatre mois courant
Novembre — Février. L'expérimentation de la culture in

Tableau 1 : Liste des variétés de mandarinier utilisées

2009). D'aprés Lutz (1985) et Nozeran (1985),
linitiation de la callogenése semble étre due au
bouleversement du comportement des explants. La
présente étude vise a déterminer les conditions
optimales de callogenese a partir d’embryons
excisés de six variétés de mandariniers (Nadorcott,
Ortanique, Lee, Murcott, Temple). La présente étude
est menée dans le cadre du programme
d’amélioration des Variétés d’agrumes lancé par
I''NRA Maroc dont I'objectifs est de Déterminer le
milieu favorable pour linduction des cals des
différentes variétés de mandariniers (Nadorcott,
Ortanique, Lee, Murcott, Temple) a partir des
embryons excisés, ce qui va nous permettre de
Comparer la capacité d'induction de callogenése ;
selon différentes combinaisons hormonales ainsi
selon la diversité variétal.

vitro a été réalisée dans le laboratoire de lunité de
recherche d’amélioration et conservation des ressources
phytogénétique de I'INRA Kenitra. L’explant, représenté
par les embryons excisés, est prélevé a partir des graines
matures de différentes variétés.

Variétés de mandarinier
Nom Parents Intérét

Tardives Nadorcott (Afourer) Murcott Honney X unknown (2) Commercial

Ortanique C. sinensis X tangerine (3) Commercial

Anana C. reticulata Blanco (3) Ressources génétiques

Murcott (Tangor) C. reticulata X C. Sinensis (1) Ressources génétiques
Saisons Temple (Tangor) C. reticulata X C. sinensis Ressources génétiques

Lee C. paradisi X tangerine (3) Ressources génétiques

Légende : (1): Gogorcena et al. (1990); (2): Handaji et al. (2004) ; (3): EGID (2003)

Désinfection et préparation de I'explant : Les graines
ont subi un trempage rapide dans I'éthanol 70 % (v/v)
pendant 5min, suivi de 'immersion pendant 10min dans
I'hypochlorite de calcium 10 % (m/v). Ensuite les graines
subissent trois ringage, successive dans l'eau distillée
stérile, les graines ont été débarrassées de leurs
téguments, A l'aide d'une pince et d’un scalpel 'embryon
a été isolé. Toutes ces opérations ont été réalisées sous
une hotte a flux laminaire.

Préparation et incubation des milieux de culture :
Pour toutes les expériences réalisées, le milieu de base
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est celui de (Murashige et Tucker, 1969). Cing
compositions ont été testées dont le milieu témoin (MO)
est dépourvu d’hormone, alors que les autres milieux
contenant tous 1mg/L de l'auxine 2,4-D (Acide 2,4-
Dichlorophénoxy) acétique) ou CsHsClo0s, se different par
I'addition d'une cytokénine BAP (6-benzylaminopurine) et
la Kinétine ; de I'auxine ANA (Acide Naphtaléne ...) ou
des acides aminés non polaires (Glutamine et
asparagine) (Tableau 2). Tous les milieux utilisés dans
cette étude ont été stérilisés a autoclavage a 121°C, sous
une pression de 1 bar pendant 30 minutes. Puis, ont été
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répartis sous la hotte en raison de 25ml / boite de Pétri.
Pour la culture et la conservation des cals, ils ont été

Tableau2 : Composition des milieux de culture testés

repiqués une fois tous les 15 jours dans le méme milieu
de culture.

Milieu Concentration

MO MT

M1 MT+1mg/ 24D +  0,5mg/l Glutamine
M2 MT+ 1mg/l 24D + 0,5mg/l Asparagine
M3 MT+1mg/ 24D + 0,5mg/l BAP

M4 MT+ 1mg/l 24D + 0,5mg/l ANA

M5 MT+ 1mg/ 24D +  0,5mg/l kinétine

MT : Murashige et Tucker

Mise en culture : Sous la hotte a flux laminaire, les
embryons excisés ont été placés dans les boites de pétri
araison de quatre explants par boite. Les boites de Pétri
ont été mises dans une chambre de culture obscure avec
une température de 25 £ 2°C, et une hygrométrie de 70

RESULTATS ET DISCUSSION

Effet de la composition du milieu de culture:
L'initiation des cals a partir des embryons excisés de
différentes variétés de mandarinier a été favorisée par la
présence d’hormones de croissance dans le milieu.
Tandis que le milieu de culture dépourvu d’hormones
(MO) se solde par une absence totale d’activité cellulaire.
Le taux de callogenése a varié de 24% a 72% selon les
cing milieux de culture. Le milieu M3 contenant le 2.4D et
la BAP a des concentrations de 1 et 0,5mg/l nous a
permis d’obtenir un taux de callogenése de 72,92%, ainsi
le milieu M1 additionné par la Glutamine (0.5mg/L) a
permis une induction de cal de 46.25%. Alors que ; le
milieu M5 contenant la kenitine (0.5mg/L) a donné un
taux de callogenése relativement faible (24.72%).
L’analyse de la variance a montré que I'effet de milieu de
culture est hautement significatif (Tableau 3). La
comparaison des moyennes des pourcentages
d’induction des cals a révélé quatre groupes qui difféerent
significativement :

Groupe 1: contient le milieu M3 dont le pourcentage
d’induction de cals est 72.92%

Groupe 2: contient le milieu M1 qui a permis un
pourcentage de callogenése de 46.25%

Groupe 3: contient le milieu M2 et M4 ont permis
respectivement des pourcentages d’induction de cals de
32.61% et 35.22%.

Groupe 4 : contient le milieu M5 dont le pourcentage
d’induction de cals est 24.72%.
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% (humidité relative). Pour chaque combinaison
hormonale (génotype/milieu) six répétitions ont été
réalisées. Le taux d’induction des cals et l'intensité de
prolifération des cals ont été évalués aprés quatre
semaines de culture.

L'association de 2.4D et la glutamine M1 a favorisé un
taux de callogenese de 46.25%, Il a été rapporté que
I'addition de glutamine au milieu contenant les cytokinines
ou auxines a augmenté la capacité de régénération de
cals de blé &gés de 6 a 10% et une fréquence d'induction
de pousses de 55% (Shrivastava, 2001). Aussi ; Drira et
Benbadis (1975) ont confirmé que l'addition de la
glutamine est nécessaire pour la production de cals a
partir de la mise en culture des anthéres de Citrus limon.
Dans des études antérieurs, il a été constaté que
lapplication exogéne d'un acide aminé spécifique,
notamment l'asparagine, favorise le processus de
I'embryogenése somatique et la régénération. L'utilité de
l'asparagine peut étre considéré a fournir un
approvisionnement en azote organique associée a la
culture et de I'embryogenese in vitro. Cependant
différentes sources d'azote organiques, y compris les
acides aminés indiquent la nécessité d'acides aminés
pour des événements spécifiques au cours de la
morphogenése (SARKER et al, 2007). Ceci confirme les
résultats obtenus du milieu M2 contenant de 'asparagine
et qui a engendré 67.38% de cal ayant présentés une
organogénése. En revanche, les milieux M4 et M5
contenant respectivement l'asparagine, 'ANA et la
kinétine ont donné le meilleur taux d’organogénése de
64.77% et de 75.27% respectivement. Une diminution de
la fréquence d'induction de cals a été constatée avec
I'apport 2.4D et ANA, Ceci a été conforme aux études
antérieures (Pena et al. 1995; Kaneyoshi et al. 1994;
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Chakraborty et Goswami, 1999; Normah et al. 1997;
Usman et al. 2005; Rani et al. 2004). Par ailleurs, la
kinetine a favorisé l'induction des cals mais a partir de la
mise en culture in vitro des ovules du mandarinier
(Handaji et al, 2005, Singh et al 2006). La nature, I'age,

la position, l'orientation des explants, leurs besoins
spécifiques en éléments nutritifs et leurs teneurs
endogénes en hormones influencent la réponse a la
callogenése (Mathews, 1987).

Tableau 3 : Pourcentage de callogenese selon les milieux de culture utilisés

Pourcentage de callogenése
Variétés Milieux
MO M1 M2 M3 M4 M5
Nadorcott Oa 41.67b 18.75¢ 100a 18.75b | -
Anana Oa 32.14b 24.62bc 25.00a 18.75b 11.25b
Lee Oa 50.00b 42.50b 12.5b 91.67a 37.50a
Murcott Oa 53.33b 83.75a 95.00a 35.50b 25.00ab
Ortanique Oa 35.00b 16.68¢ 91.66a 16.67b 33.33ab
Temple Oa 91.67a 17.86¢ 95.00a 37.50b 16.67ab
Moyenne Oa 46.25 32.61 72.91 35.22 2472

Les chiffres de la méme colonne suivis des méme lettres ne différent pas significativement au seuil 5%(Test Duncan)

Effet Variété : D'aprés les résultats, on constate que
l'aptitude a la callogenése différe non seulement en
fonction des milieux de culture utilisés mais aussi selon
les variétés utilisées. En effet, la variété Nadorcott
(Afourer) est caractérisée par un taux de callogenése tres
élevé (100%), suivi par la variété Temple et Murcott
(95%), et Ortanique (93,66%) dans le milieu M3. Par
contre, les mandarines Lee et Anana ont présenté des
taux de callogenese faibles de 12.5% et 25%
respectivement (Figure 1). En revanche, elles ont donné
le taux d’organogénese le plus élevé. Par ailleurs, le
milieu M4 a favorisé un taux d’organogénése de 83%
chez la variété Ortanique. Il est important de signaler

I'existence d'un effet hautement significative du facteur
«variété » sur le pourcentage d'induction de la
callogenése. Le milieu M3 a favorisé I'optimisation de
linduction de callogenése chez toutes les variétés de
mandarinier a I'exception des deux variétés Anana et
Lee. Cette différence de réactivité entre cultivars a aussi
été constatée par de nombreux auteurs (Kochba et al.
1972 ; Gmitter et Moore, 1986 et Bugam et al. 2003,
Handaji et al., 2005). Elle est souvent corrélée au niveau
de la polyembryonie in vivo des cultivars et pourrait
s'expliquer par des balances hormonales endogénes
différentes (Gmitter et Moore, 1986)

mV1 mM2 M3 EM4 BMS
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Figure 1 : Taux de callogenése selon les variétés de mandariniers et les milieux utilisés. (Les variétés suivis de laméme
lettres ne différent pas significativement au seuil 5% (Test Duncan).
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Effet des combinaisons hormonales sur Ila
morphologie des cals : Selon les milieux et les variétés
utilisées, les cals issues de graines excisées différent par
la couleur et la texture (Figure 2). Ainsi, 'aspect des cals
change en fonction du milieu de culture et des conditions
d’incubation (Tableau. 4). Le milieu M3 contenantle 2.4 D
et la BAP a donné des cals blanchétres, friables et
embryogénes pour toutes les variétés étudiées a
I'exception des variétés Lee et Anana qui ont donné des

cals Brunatres et compacts. Le milieu M5 (2.4D+ kinétine)
a donné des cals brunatres et compacts chez toutes les
variétés de mandarinier, tandis que le milieu M1 a donné
des cals friables et blanchatres chez les variétés
Nadorcott et Temple. Par contre, les milieux de culture
contenant ANA, la kinétine et I'Asparagine ont favorisé le
déclenchement de la germination et 'apparition de la
racine chez les différentes variétés (Figure 3).

Figure 2 : Cals obtenus a partir des embryons excisés dans le milieu M3 de différentes variétés de mandariniers : 1,2:

Nadorcott, 3,4 : Murcott 5,6 : Temple, 7,8 : Ortanique

Les auxines, cytokinines et acides aminés ont présenté
des effets différents en terme de pourcentage d'induction
de callogenese, d'organogénése et de texture de cal,
selon les différentes variétés de mandariniers.
L'association des auxines et des cytokinines présentent
un effet synergique et complémentaire, les cytokinines

stimulent la sensibilité des tissus en particuliers les
cellules compétentes pendant la phase de callogenese
(Ramdan et al 2014), cet effet a été aussi démontré chez
des espéces ligneuses telles que les pistaches (Hafdi et
al, 2000), et le palmier dattier (Asemota et al, 2007).
Huang et al, (2002), Savita et al, (2010).
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Tableau 4 : Couleur et texture des cals selon les variétés de mandariniers étudiés

Variétés/ Lee Anana Ortanique Nadorcott Temple Murcott
Milieu
M1 Blanchétre Brunatre Blanchéatre Blanchétre Blanchétre Brunétre
Compact Compact Compact Friable Friable Compact
M2 Blanchatre Brunatre Brunatre Brunatre Blanchatre Brunatre
Compact Compact Compact Compact Compact Friable
M3 Brunétre Brunatre Blanchatre Blanchatre Blanchatre Blanchatre
Compact Compact Friable Friable Friable Friable
M4 Blanchétre Brunatre Pas de Brunétre Brunatre Brunatre
Friable Compact résultats Compact Compact Compact
M5 Brunétre Brunatre Brunatre Brunatre Brunatre
Compact Compact Compact Compact Compact

Le milieu MO n’a donné aucune réaction

Ont rapporté aussi 'effet des auxines sur l'induction des
cals chez les agrumes. De nombreux rapports indiquent
que la source d’azote organique comme les acides

nitrates ou les sulfate d'ammonium, peut améliorer la
prolifération cellulaire et la régénération des génotypes
spécifiques (Vasudevan et al, 2004; Asad et al, 2009.).

aminés au lieu de la source inorganique comme les

Figure 3 : Organogénése des embryons excisés dans le milieu M2 de différentes variétés de mandariniers (1:Nadorcott,
2 : Murcott, 3:Temple, 4 : Lee)

CONCLUSION

La variabilité de la callogenese vis-a-vis des explants
dépend du type et de la concentration des hormones de
croissance utilisées et aussi du génotype de la variété.
Ces résultats mettent en évidence la grande aptitude de

la callogenése dans le milieu MT contenant 1 mg/l 2-4 D
+ 1 mg/l BAP. En effet, I'utilisation de la cytokinine
combinés avec l'auxine semble étre importante pour
linduction et la prolifération des cals. Les cals friables
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obtenues seront repiqués dans d’autres milieux
favorables pour l'induction d’embryogénése somatique et
puis la régénération des plantules. . Par ailleurs, la
mandarine Nadorcott, en plus de son intérét commercial,
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