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RHIZOGENESE DES MICROBOUTURES DE L'OLIVIER (Olea europea L., var. Chemlal)
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Résumé

Des boutures herbacées, issues de plants meres de 1’Olivier (Olea europea L.) var. Chemlal, sont
prélevées dans les régions médianes des rameaux, et découpées en microboutures de 1 cm. Ce matériel
végétal a été choisi sur la phase adulte pour obtenir des copies conformes aux pieds meres sélectionnés.
Ces microboutures sont cultivées sur différents milieux de base pour déterminer le milieu le plus adéquat.
Des bourgeons sont obtenus apreés deux semaines de culture sur le milieu M.S additionné de BAP (0.8
mg.1"") et d'ANA (0.01 mg.1").

Des pousses feuillées apparaissent sur le milieu M.S additionné de BAP (2 mg.1"") aprés trois
semaines de culture, avec un taux de réussite de 90%. Par contre, ce taux chute a 80% sur le milieu M.S
additionné de Kinétine a 2 mg.1"!. L’induction racinaire des pousses feuillées sur le milieu M.S dilué de
moitié additionné d’ANA a 4 mg.1"! et 6 mg.1"! permet d’obtenir, aprés deux semaines de culture, des
cals pourvus de racines. La présence du charbon actif 4 7 mg.1-! a provoqué une croissance importante
des racines. Ces trois étapes ont permis I’obtention d’un enracinement important chez les vitro-plants
grace a ces biotechnologies.

Mots clés: Olea europea L., microboutures, caulogénese, rhizogénese, substances
de croissance.

Abstract

We studied reconstitution of vitroplants in different mediums using herbaccous cuttings stemmed
from mother sets of olive tree Olea europaea L., Chemlal variety. The plant materiel was taken from
adult trees in order to get exact copies of the selected individuals. Cuttings were taken from median parts
of annual boughs, and cut out into 1 cm microslips. They were first placed in basic mediums in order to
selected the most adequate one. MS proved the medium that enabled the best reconstitution of vitro-
plants. We added then growth hormones, BAP, ANA and Kinetine, at different concentrations. Buds
developed after two weeks in an M.S medium containing 0.8 mg.1"! of BAP and 0.01 mg.l"' of ANA.

Leafed shoots developed in an M.S medium containing 2 mg.I"! of BAP after three weeks, with a
success rate of 90%. In an M.S medium containing 2 mg of kinetine the success rate was only 80%. Root
induction of the leafed shoots in a half dilute M.S medium (M.S/2) containing 4 mg.l"' of ANA enabled
rooted callus to form after 2 weeks. Active coal at 7 mg.1"! leads to an important growth of roots. These
three stages enabled an important budding and rooting in the vitroplants thanks to these biotechnologies.

Key Words: Olea europea L., cytokinins, auxins, roots, shoots, organogenesis.
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L’Olivier (Olea europea L.) est une espéce qui occupe une
place  importante  dans  l’arboriculture  fruiticre
méditerranéenne et prédomine par la surface qu’il occupe,
environ 47% de la surface arboricole en Algérie. Jusqu’a
présent, la variété Chemlal est multipliée par des méthodes
traditionnelles: par semis de noyaux suivi de greffage ou par
bouturage; cependant, le nombre de greffons ou de boutures est
insuffisant pour réaliser une propagation importante et ces
méthodes sont longues. En Kabylie, la Chemlal est une variété
locale; de par sa vigueur, elle colonise les sols accidentés
caractéristiques du relief de la région.

Notre choix s’est fixé sur la Chemlal car elle produit une
huile d’excellente qualité et de plus, dans le cas du bouturage,
Caballero [1] a estimé son taux d’enracinement a 19%. Sachant
que la reconstitution d’une plante entiére et viable est tributaire
d’un bon enracinement, des expériences ont ét¢é menées par le
biais de nouvelles méthodes, plus rapides.

Ainsi, notre étude s’inscrit dans le cadre de I’intensification
de la production et du rajeunissement des plants du verger
oléicole par les techniques de la culture in-vitro.
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MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal

Des plants d’Olivier Olea europea L. (var. Chemlal)
agés de trois mois, issus du bouturage herbacé, et provenant
de la station oléicole de Cap-Djinet, sont acclimatées a la
température ambiante du laboratoire. Lors du bouturage
herbacé, des essais ont été réalisés, en automne, selon le
gradient morphogénétique avec des boutures apicales,
médianes et basales.

Stérilisation des boutures

Des boutures de 12 a 15 cm de longueur (Fig.1) sont
prélevées des pieds meres, en automne, et leurs extrémités
sont obturées avec de la paraffine. Les boutures sont lavées
au mercryl laurylé puis rincées a 1’eau courante. Aprés un
passage rapide dans de ’alcool 70°, elles sont désinfectées
avec une solution de chlorure mercurique a une
concentration de 0,5 mg.I"! pendant 5 minutes, puis rincées
trois fois a 1’eau distillée stérile.

Figure 1:

Bouture de I’Olivier
var. Chemlal.
Longueur: 12 a 15cm.

Icm

M.S/2 — ANA (6 mg.I'")

Figure 2:
Schéma général de la multiplication

de I’Olivier (Var. Chemlal).

Ensemencement des microboutures

Les boutures stériles sont découpées en microboutures
de 1 cm de longueur, avec la présence de deux bourgeons
axillaires. L'ensemencement est réalisé dans des tubes a
essai contenant 25 ml des différents milieux de culture: MS
(Muraschige et Skoog, 1962), MI (Miller, 1967), MO
(Monnier, 1973), LP (Lepoivre, 1977) et GA (Gamborg,
1968). Le pH est ajusté a 5.5. Les milieux sont solidifiés
avec 8 gl! d’agar et autoclavés a 110°C pendant 20
minutes. Ces cultures sont placées dans une chambre
thermostatée a 22°C et une photopériode de 16 heures.
L’objectif est de déterminer le milieu le plus adéquat pour
la culture des microboutures. Nous avons ajouté a ces cinq
milieux de la 6-benzylamino-purine (BAP) 4 0.8 mg.1"! et
de I’acide naphtaléne acétique (ANA) 4 0.01 mg.1-!.

Dans un premier temps, nous avons induit la
caulogénése avec I’addition de la BAP (2 mg.l"!) ou de la
Kin. (2 mg.I"). Dans un deuxiéme temps, nous avons isolé
les bourgeons de ces plants que nous avons ensemencés sur
le méme milieu contenant de la BAP ou de la Kin. a 2
mg.1"". Dans un troisiéme temps, nous avons provoqué la
rhizogénése des plants obtenus en utilisant la méthode du
choc auxinique préconisée par Rancillac et al. [2], Gaspar
[3], et Margara [4], qui consiste & mettre les vitro-plants sur
un milieu inductif. Ce milieu est composé du M.S dilué de
moitié auquel est ajoutée une auxine (ANA) aux
concentrations de 4 mg.1"! et 6 mg.1"!. Aprés trois semaines
de culture, les vitro-plants enracinés sont repiqués sur un
milieu de transfert, constitué de MS/2 additionné de
charbon actif & 7 mg.l"!. Les plants enracinés sont ensuite
acclimatés dans une mini-serre. Pour 1’acclimatation, deux
types de substrats sont utilisés: la tourbe et la perlite. Pour
cette étude, trois essais reproductibles sont effectués dans
une chambre de culture thermostatée, avec les conditions
suivantes:

- La lumiére fournit un éclairement au niveau des
cultures de 2500.107 erg.m2.s"! pendant 16 heures.

- La température est maintenue constante a 22°C.

Le schéma général (Fig.2) indique les étapes suivies.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Phase de caulogénése

L’analyse de I’histogramme (Fig.3) ainsi que le tableau
1 montrent que les taux les plus élevés de bourgeons
débourrés et du développement des bourgeons en pousses
sont obtenus avec le milieu M.S, ce qui signifie que ces
réponses nécessitent le milieu le plus riche en sels
minéraux. Des cals sont obtenus sur le milieu MI. Les
essentiellement
concentration en sels. Gaspar [3] le confirme également sur

milieux proposés différent

les plantes supérieures.

par leur

Figure 3: Pourcentage de bourgeonnement et de pousses en

fonction des différents milieux utilisés.
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Figure 4:
Microbouture sur
milieu MS+BAP
(0.8 mg/1):
gonflement des
axillaires a 2
semaines de culture.
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Tableau 1: Action du milieu de culture sur le bourgeonnement et sur le
développement des pousses.

Au cours de la deuxiéme semaine, les bourgeons
axillaires gonflent 1égérement (Fig.4), sur le milieu M.S
additionné de BAP (0.8 mg.1"!) et ANA (0.01 mg.17"). Dés
la troisiéme semaine, ils se développent en jeunes pousses
feuillées sur M.S additionné de Kin. (2 mg.17!) (Fig.5) ou
M.S additionné de BAP (2 mg.1""). Cependant, le milieu
contenant la kinétine présente un avantage par rapport a
celui avec la BAP: deux bourgeons se forment au niveau
d’un seul nceud (Fig.6).

Canas et al. [5] ont obtenu les mémes résultats sur la
variété Ascolana. Les travaux de Rugini [6] rapportent le
développement d’une seule pousse par bourgeon axillaire.

La position des microboutures sur la bouture mére
détermine le taux de bourgeonnement. En effet, chez la
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Figure 6:

Formation de deux
pousses a la base d’un
axillaire sur MS+KIN.
(2 mg/1) a 6 semaines de
culture.
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variété Chemlal, les microboutures issues de la partie
médiane présentent plus de réactivation et un taux élevé par
rapport a celles issues des parties apicales ou basales. Ces
résultats rejoignent ceux obtenus par Rugini [7] sur
différentes variétés d’Olivier, Abousalim et al. [8] sur la
variété Picholine, et ceux de Seyham-Ozzamback [9] sur
différents cultivars de D’Olivier. Le prélevement des
microboutures pendant les saisons d’automne et de
printemps aboutissent a de trés bons résultats: Boulay [10],
Fontanazza et Jacobin (1975) in Caballero [1]. Toutefois,
les explants prélevés en automne sont plus efficaces que
ceux prélevés au printemps, probablement a cause de la
teneur élevée en hydrates de carbone accumulés pendant
I’automne [11] et de I’effet négatif du processus de
floraison sur la multiplication végétative pendant le
printemps [8].

Phase de rhizogénése

Cette étape doit permettre l'induction d’un systéme
racinaire sur les pousses obtenues au cours des éEtapes
précédentes.

Nombre
Milieu Explants Nombre de d.e
inductif | de départ |Milieu de transfert POUSSES | racines
enracinées| par
pousses
M.S/2 ANA 48 M.S/2 5 1
(4mg/1) 48 M.S/2+CA (7g/1) 38 l1a3
M.S/2 ANA 48 M.S/2 13 1
(6mg/1) 48 M.S/2+CA (7g/1) 44 3as

Tableau 2: Action des différents traitements sur 1’enracinement
des pousses feuillées issues des microboutures médianes.

Le tableau 2 regroupe les différents traitements pour
l'enracinement des pousses feuillées issues des
microboutures médianes: on observe sur le milieu MS dilué
de moitié, additionné de doses élevées d’ANA (4 mg.17!, 6
mg.17), la formation d’une racine par pousse. Lorsque les
pousses sont transférées sur le milieu MS dilué de moitié,
contenant du charbon actif (7 g.1"") avec de 'ANA a 4
mg.l"!, on observe une a trois racines par pousse; si l'on
augmente la concentration d'ANA (6 mg.1"!), avec la méme
dose de charbon actif, le nombre de racines par pousse varie
de 3 a 5. Les racines formées sont trés vigoureuses. Nos
expériences montrent que les pousses feuillées issues de
microboutures médianes réagissent rapidement au
traitement inductif. En effet, des cals se forment sur le
milieu MS dilué de moiti¢, additionné de I’ANA (4 et 6
mg.1"") au bout de deux semaines avec I’apparition d’une
racine vigoureuse (Fig.7). La figure 8 représente une pousse
feuillée cultivée sur le milieu MS/2 et ANA (6 mg.1™)
apres deux semaines de culture. Le taux d’enracinement est
¢élevé avec I’ANA, ce qui rejoint les travaux de Jacoboni
[12] sur I’Olivier ou les racines se différencient mieux avec
I’ANA qu’avec I’AIA ou I’AIB. Selon Boulay [10], Tsogas
et Bouriquet [13], Dumanois et al. [14], Altamura [15],
Druart [16], la rhizogénése in-vitro des ligneux est souvent
difficile a réaliser; pour cela, ce sont les jeunes rameaux

Figure 7:

Formation de cal
rhizogéne a la base de la
pousse feuillée sur
MS/2+ANA (6 mg/1)
apres 2 semaines de
culture.

Figure 8:

Pousse feuillée sur milieu
de transfert avec du
charbon actif (7 g/1).
Croissance rapide de la
racine apres 2 semaines
de culture.

d’une année, en cours de lignification, qui ont servi au
départ. Selon Del Rio et Caballero [17], la formation de
cals est essentielle pour I’enracinement. Daoud et al. [18],
Ozkaya et Celik [19] montrent que la formation d’une ou
plusieurs racines est différente selon les cultivars de
I’Olivier, et dépend également de leurs potentialités.
Caballero [1] a noté un faible pouvoir rhizogéne chez
I’Olivier, soit 19% par la méthode traditionnelle: Ie
bouturage herbacé. Ainsi, grace a la méthode moderne, 1'in-
vitro, I’enracinement obtenu est important pour les vitro-
plants issus de la phase adulte. Ces résultats sont tout a fait
nouveaux pour la variété Chemlal.

CONCLUSION

A partir de microboutures, il est possible de simuler le
développement des bourgeons axillaires, de les séparer, de
les enraciner et de les acclimater par le biais de la culture
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in-vitro. Cependant, certains facteurs liés a la plante mére
jouent un role important tel que 1’état physiologique de la
bouture. Les explants prélevés en période d’activité
végétative proliféerent beaucoup plus rapidement que ceux
mis en période de repos cambial [20]. D’aprés Del Rio et
al. [11], durant I’automne, la teneur en hydrates de carbone
est élevée, ce qui entraine une meilleure réactivation des
explants.

En suivant le gradient morphogénétique des boutures, la
position médiane sur le rameau a été déterminante dans
I’obtention des résultats. Les racines se différencient mieux
avec ’ANA (6 mg.17") sur le MS/2 et le charbon actif a 7
g.1"!. L’avantage du microbouturage issu de la phase adulte
est celui d’obtenir des copies conformes a 1’arbre
sélectionné. Comme perspectives, il serait intéressant
d'étudier les aspects suivants:

- pourquoi les boutures médianes donnent-elles de bons
résultats?

- une meilleure distribution des hormones équivaut-elle a
une concentration optimale dans ces zones ?

- l'état physiologique des cellules est en faveur d’une
meilleure distribution des hormones et aux molécules
impliquées. Est-ce a cause d'une meilleure perméabilité des
parois cellulaires?
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