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REPONSE A LA CULTURE IN VITRO DE TROIS VARIETES DE L’OLIVIER

(Olea europaea L.)
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Résumé

L’expérimentation entreprise dans le Laboratoire de Génétique, Biochimie et
Biotechnologies Végétales (LGBBV) de la Faculté des Sciences de 1I’Université Mentouri
(Constantine) avait pour objectif 1’étude de la réponse de trois variétés d’olivier (Olea
europaea L.) a deux milieux de base de la culture in vitro additionné de différentes
concentrations hormonales. Les boutures des variétés Chemlal, Sigoise et Grosse de Hama ont
été collectées de la Ferme Pilote Erkani sise a Hama Bouziane. Aprés asepsie compléte, des
micro-boutures de 1 cm de long portant des bougeons axillaires sont ensemencées sur milieux
MS et BS additionnés des régulateurs de croissance. Le milieu B5 s’est révélé le plus
intéressant pour la multiplication in vitro des variétés étudiées. Sur la base du suivi de
I’émission foliaire, la croissance en hauteur et I’accumulation de la matiére fraiche des
explants, Chemlal réagit nettement mieux a la conduite in vitro. La rhizogenése a été induite
apres formation de cals chez Chemlal sur milieu MS dilué de moitié¢ (MS/2) additionné de
0.5 mg.1" de Kinétine + 0.5 mg.1" d’ANA et sur milieu B5 additionné de 0.4 mg.I"' de BAP +
1.33 mg.I"" d’AIB, et chez Siguoise sur milieu (MS/2) additionné de 0.5 mg.I"" de Kinitine + 1
mg.l' d’ANA. Les pousses feuillées enracinées de ces deux variétés ont subi la phase
d’acclimatation avec succés et se sont adaptées a la croissance sous serre.

Mots clés — Olea europaea L. — culture in vitro — milieu de base - régulateurs de
croissance.

Abstract

The experiment conducted in the Laboratory of Genetic, Biochémistry and plant
Biotechnology (LGBBV), Faculty of Sciences, Mentouri University (Constantine) aimed to
study the response of three olive cultivars (Olea europaea L.) response to two basic tissue
culture media complemented with different concentrations of growth regulators. Cuttings of
Chemlal, Siguoise and Grosse de Hamma cultivars were collected from the Erkani Pilot Farm
located at Hamma Bouziane. Under complete aseptic conditions explants 1cm long holding
lateral buds were subcultured in MS and B5 media complemented with growth regulators. BS
medium emerged as the best for tissue culture of the studied cultivars. Based on leaf
proliferation, stem extension and accumulated fresh matter measurements, Chemlal showed a
good response to in vitro culture. Root proliferation was induced after callus formation for
Chemlal in the 1/2 diluted MS medium complemented with 0.5 mg.I"" Kinetine + 0.5 mg.I"
ANA and in B5 medium complemented with 0.4 mg.I" BAP + 1.33 mg.l" AIB. And for
Sigoise in the 1/2 diluted MS medium complemented with 0.5mg.1" Kinetine + 1 mg.I"" ANA.
Leafed and rooted explants from the two cultivars have passed successfully the acclimation
phase and fully adapted to grow under glasshouse conditions.

Key words : Olea europaea L. — in vitro culture — Basic medium — growth regulators.
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L'olivier constitue a [D’échelle nationale une des
principales essences fruitiéres. Le verger oléicole
occupe 164.10° ha et produit prés de 20.10° tonnes d’huile.
La consommation moyenne nationale est de 13 kg/hab./an
dont 12 kg sous forme de graines et 1 kg sous forme
d’huile. L’oléiculture procure 11 millions de journées de
travail, soit 1'équivalent de 55 000 emplois permanents [1].
Le profil variétal est constitué¢ essentiellement de deux
variétés trés répandues Chemlal et Sigoise. Cette faible
diversité variétale contraste avec celle des milieux de
production. Il existe des variétés populations trés rustiques
et trés adaptées aux conditions pédo-climatiques de leur
milieu d’implantation mais qui ne sont pas multipliées.

Une prise de conscience s’est opérée récemment a ce
sujet pour améliorer la conduite du verger, réfléchir a son
extension et sur des terres ou [’intensification de la
production est possible. Ce regain d’intérét pour
I’arboriculture, d’une maniére générale et pour
I’oléiculture de fagon particuliére, risque d’€tre remis en
cause par manque de plants sains, issus de variétés adaptées
et productives. Les nouvelles techniques de reproduction ou
de multiplication, si elles sont maitrisées peuvent rendre de
grands services dans ce domaine.

Le micro bouturage permet de multiplier des especes
difficiles a reproduire naturellement, avoir des vitro
plants facilement transportables sans risques sanitaires et
reboiser trés rapidement avec une diminution du colt de
production.

La présente étude est une contribution a la maitrise de
la culture in vitro pour I’amélioration agronomique de
I’olivier (Olea europaea L.), et d étudier ’influence de
plusieurs facteurs dont la composition minérale (Bartolini et
al. 1989) [2], Berenguer et al. 1989) [3] et hormonale
(Leva et al. 1992) [4] des milieux de culture, le génotype
(Leva et al. 1992) [4] (Rugini et al. 1984) [5] et I’age de
I’explant (Porlongis et al. 1976) [6], Rugini, 1986) [7]

Matériel et méthodes

L’étude a été menée dans le Laboratoire de Génétique,
Biochimie et Biotechnologies Végétales (LGBBV) de
I’Université ~ Mentouri, Constantine, le  protocole
expérimental mis en place est constitu¢ de trois facteurs
dans un dispositif en bloc avec trois répétitions, a savoir, la
variété avec trois modalités (Chemlal, Sigoise et Gosse de
Hama), le milieu de -culture avec deux modalités
(Murashigue et Skoog "MS" et Gamborg" B5") et les
concentrations hormonales avec 5 modalités codées de C1 a

(F11), ’estimation de la croissance en hauteur (Ht, mm) de
I’explant, faite a ’aide d’une réglette millimétrée, mesures
prises de I’extérieur du tube ensemencé et la maticre fraiche
(Mf) accumulée par I’explant qui est déterminée par la
formule suivante:

MF = PF5 — PF,, d’ou
MF = maticre fraiche de I’explant (g),
PF;5 = poids frais de I’explant apres (75) jours de
I’ensemencement (g)
PF, = poids frais de ’explant au début de
I’ensemencement (g)

L’origine du matériel végétal est la Ferme Pilote Erkani
de 'ITAF (Institut Technique de I’ Arboriculture Fruitiére)
située a Hama Bouziane (Constantine) ou des boutures
longues de 25 cm ont été collectée au mois de juillet, elles
sont prélevées des régions médianes des rameaux des pieds-
meres et portent plusieurs bourgeons axillaires. Les
extrémités des boutures ont été obturées avec de la
paraffine avant de les transporter au laboratoire ou elles ont
été essuyées avec du Cotton imbibé de Tween 20 et lavées
pendant quelques minutes sous 1’eau courante puis trois fois
avec de I’hypochlorite de sodium 6 % pendant cinq minutes
chaque fois avant d’étre rincées abondamment a I’eau
distillée stérile (Najiba. B et al.) [8]. Apres chaque lavage,
on rince avec de I’eau distillée pour assurer une meilleure
désinfection, les boutures sont ensuite passées rapidement
dans 1’alcool a 70° et stockées sous la hotte pour une
découpe en micro-boutures de 2 cm de long portant
chacune deux bourgeons axillaires

L’ensemencement des explants est fait sous conditions
d’asepsie. Les microboutures, mises dans une boite de pétri
contenant une solution filtrée d’antioxydant, sont élaguées
de leurs extrémités noircies. Cette opération est réalisée
sous bec bunsen dans les tubes de cultures contenant
chacun 10 ml de milieu de base. Les tubes sont mis en place
dans une chambre de culture a une température variant
entre 22 et 25C°, une photopériode de 16heures sous une
intensité lumineuse de 60 p Mol m-2s-1.

Les explants qui présentent un bon développement
végétatif sur milieu de culture sont acclimatés avant leur
transfert sous serre vitrée. Ces explants sont transplantés
dans un sol reconstitu¢ de sable, de tourbe et de terre a part
égale (1:1:1 volume). Le substrat sol reconstitué est stérilisé
dans une étuve portée a 200°C pendant 30 minutes.

Tableau 1 : Les concentrations en Kinétine et AIB codées de C1 a C5 additionnées au milieu de culture MS et B5

Milieu | Code | Kinétine (mg.l™) AIB (mg1") | Milieu | Code | Kinétine (mgl™) AIB (mg.1™)
C1 5 1 C1 1 0.25
C2 4 2 C2 2 1
MS C3 3 3 B5 C3 3 2
C4 2 4 C4 4 3
Cs 1 5 C5 5 4
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sol reconstitué est faite sous hotte. L’explant est retiré de
son tube avec une pince stérilisée. On lave les racines avec
de I’eau distillée stérilisée, et on élague les feuilles les plus
agées. On mouille le substrat sol avec de 1’eau stérilisée et
on transplante I’explant dans le pot. On irrigue avec une
solution nutritive constituée de 5 ml de macro plus 2.5
micro-éléments dans 200 ml d’eau distillée. Les pots, ainsi
traités, sont mis sous un dessiccateur nettoyé¢ a 1’eau de
Javel, et remis dans la chambre de culture. Le transfert des
explants dans des pots de dimensions plus grandes est fait 3
semaines plus tard. Apres ce temps, on retire le dessiccateur
pour les laisser a I’air ambiant de la salle de culture pendant
trois autres semaines au bout desquelles les explants sont
transférés sous serre et irrigués avec 1’eau ordinaire.

Résultats et discussion

Effet milieu, variété et combinaison hormonale sur
I'expression de I'explant

Globalement il y a eu un bon développement de tous les
explants ensemencés avec un taux de contamination qui est
resté dans les limites acceptables, variant entre 6.6 et 20%.
A titre de comparaison Sadder [9] rapporte des taux de
contamination allant jusqu’a 45% en culture in vitro de
I’olivier. Ignorant I’effet variété, le milieu BS se révéle
comme étant celui qui satisfait le plus la demande
nutritionnelle des explants ensemencés. Il convient mieux a
I’initiation foliaire, au développement en hauteur et a
I’accumulation de la matiére fraiche des explants (Tableau
2)

L’augmentation  relative permise par le milieu BS5
comparativement au milieu MS, est de 223.3% pour
I’émission des feuilles, 143.9% pour I’expression de la
hauteur et 263.8% pour la matiére fraiche accumulée par les
micro-boutures au bout de 75 jours aprés ensemencement
(Figure 1)
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Figurel: Effet de la nature du milieu sur 1’expression des

variables mesurées sur les micro boutures (valeurs du MS prises
comme indice 100).

Les variétés ne différent pas significativement pour les
variables feuillage et hauteur des explants (Tableau 2).
Ignorant I’effet milieu de base, la variété Chemlal se
démarque, par contre, par une meilleure capacité
intrinséque de production de la matiere fraiche
comparativement a la variété Sigoise alors que Grosse de
Hama est intermédiaire pour cette caractéristique.

Tableau 2 : Moyennes du nombre de feuilles (fll), de la hauteur (ht) et de la matiére fraiche (mf) des explants
exprimés au cours de 1I’expérience, sous ’effet des différents traitements.

Variables mesurées

Facteurs Fll Ht Mf
Effet moyen milieu

MS 6.04° 12.52° 125.34°

B5 13.49° 18.02° 330.75"
Effet moyen variété

Chemlal 9.93° 16.40° 291.26°

Sigoise 10.47° 14.77% 180.36°

G.de H 8.90° 14.80° 214.02°

Effet moyen hormone
Cl 12.06° 16.89* 276.13*
C2 8.06" 14.00° 204.06°

C3 11.00° 16.22° 207.59°

C4 7.89° 14.28° 225.83°

C5 9.83° 15.22° 229.14°

** Moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas différentes significativement selon le test NK’S

29



BENDERRADJI L., H. BOUZERZOUR, N.YKHLEF, A. DJEKOUN, K. KELLOU

Sigoise a une forte capacité d’accumulation de la matiére
fraiche équivalente 62% celle de Chemlal et Grosse de
Hama a un équivalent de 73.5% (Tableau 2, Figure2)

Les différentes combinaisons de kinétine+AlIB affectent
différemment les caracteéres mesurés. La combinaison C1 (1
mg.L" Kin + 0.25 mg.L" AIB) est, en moyenne des effets
variété et milieu de base, favorable a l’expression des
variables mesurées. La combinaison C2 est défavorable a
I’expression du feuillage au méme titre que la C4, alors que
la C3 vient en seconde position pour I’expression du
feuillage et de 1’¢longation en hauteur des micro- boutures
(Tableau 1, Figure 2.b). Certaines combinaisons ont un
effet spécifique.

Les combinaisons C3 et C5 favorisent nettement mieux
I’expression du feuillage sur milieu MS. La combinaison
C3 est plus avantageuse a 1’expression de la hauteur des
explants sur milieu MS. Alors que les combinaisons C4 et
C5 le sont pour la matiére fraiche sur B5 et MS
respectivement (Figure 2, B).
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Figure 2 : (A et B) : Effet variété et combinaison hormonale sur
I’accumulation de la matiére fraiche sur les trois variables
mesurées (valeur en % du maximum observé par variable).

Chemlal et Grosse de Hama émettent plus de feuilles
que la Sigoise sur milieu B5 (Figure 3), les microboutures
de Chemlal sont plus hautes que celle de Sigoise et Grosse
de Hama sur milieu B5. Sur milieu MS, par contre, 1’ordre
est, Grosse de Hama, chemlal et puis Sigoise (Figure3)
Pour la matiére fraiche accumulée, la chemlal accumule
plus sur milieu BS5, suivie de grosse de hamma et puis
Siguoise. Sur milieu MS, c’est Grosse de Hama qui est plus
apte a accumuler plus de matiére fraiche suivie de Chemlal
et enfin de Sigoise (Figure 3)
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Figure 3 : Variation des valeurs moyennes des trois variables
mesurées en fonction de la variété et la nature du milieu de culture
(valeurs en % du maximum observé par variable).

Ces résultats indiquent que globalement le milieu B5 est
plus approprié pour la culture in vitro de 1’olivier.
Cependant des différences trés marquées apparaissent entre
les variétés selon la variable mesurée pour évaluer la
réponse des micro-boutures. Ainsi si la réponse des micro-
boutures est évaluée de par I’émission foliaire, la
combinaison la plus intéressante est Chemlal cultivée sur
milieu B5. Cette combinaison est suivie par la Sigoise sur
milieu BS. Par contre si I’évaluation est faite sur la matiére
fraiche accumulée, la combinaison la plus intéressante est
la chemlal sur milieu BS. (Figure3)

L’interaction des trois facteurs indique que la variété
Chemlal produit plus de feuillage sur milieu B5 additionné
de la combinaison hormonale C4 ou C5. La Sigoise montre
un meilleur comportement sur milieu B5 mais additionné
des combinaisons hormonales C1 ou C3. Grosse de Hama,
produit des feuilles plus longues sur milieu B5 auquel on
ajoute les combinaisons hormonales C1 et C3 (Figure 4, a).
Pour la variable croissance en hauteur des micro-boutures,
la variété Chemlal présente une meilleure expression sur le
milieu B5 additionné de la combinaison hormonale C4 ou
C5. La Sigoise accroit plus vite et mieux sur milieu B5 plus
la combinaison hormonale C1 et aussi C3. Pour la variété
Grosse de Hama, la meilleure hauteur est observée sur le
milieu B5 additionné des combinaisons hormonales C1 ou
C4 (Figure 4, b)

Chemlal produit plus de matiére fraiche sur milieu BS plus
la combinaison hormonale C4 et C5.La Sigoise fait mieux
sur milieu B5 additionné de la combinaison hormonale
C1.Grosse de Hama s’accommode mieux au milieu B5 plus
la combinaison hormonale C1 (Figure4, ¢). Ces résultats
indiquent qu’en ce qui concerne la partie aérienne, le milieu
le plus intéressant pour la multiplication in vitro de I’olivier
représenté par trois variétés trés différentes est le BS.
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Figured4a: Variation du feuillage des explants en fonction des
variétés, milieux et combinaisons hormonales
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Figure 4b: Variation de la hauteur en fonction des variétés,
milieux et combinaisons Hormonales
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Figure 4c: Variation de la matiére fraiche accumulée en fonction
des variétés, milieux et combinaisons hormonales.

Ces résultats sont conforment a ceux rapportés dans la
littérature pour ce qui est des réponses différentes des
variétés au type de milieux de culture et aux hormones.
Rokba et al. [10] rapportent des réponses variétales trés
différentes aux milieux de culture utilisés ainsi qu’aux
différentes concentrations des hormones. Ils mentionnent
que la variabilité des réponses des variétés est aussi liée au
stade végétatif de récolte des boutures a ensemencer.

Dans la présente étude le matériel végétal collecté au
cours de la période qui s’étend de juin a aolt répondait le
mieux a la conduite in vitro. Ceci s’explique par le fait
qu’en été les oliviers sont en pleine période de croissance
active. Les tissus végétaux collectés au cours de cette
période contiennent plus de réserves facilement utilisables
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et que mettent a profit les bourgeons pour se développer,
une fois mis dans les conditions adéquates comme celles
qu’ils trouvent in vitro. Sadder [2] rapporte aussi des
différences de comportement des microboutures issues de
différentes parties de la plante. Il explique le bon
comportement des boutures issues de la collecte de 1’été par
le fait qu’elles contiennent plus de réserves nutritives qui
permettent aux explants de s’adapter peu a peu aux
conditions de la culture in vitro.

Induction racinaire et acclimatation

Une fois la relation entre le type de milieu, la variété
et la combinaison hormonale est précisée pour le
développement des pousses feuillées des micro boutures,
I’induction racinaire a été recherchée pour assurer le
transfert des plantules en plein champs, aprés leur
acclimatation progressive dans la chambre de culture puis
sous serre. Le développement racinaire a été induit chez la
variété Chemlal sur milieu MS/2 additionné de 0.5 mg.I"
Kiné+ 0.5 mg.I" d’ANA et aussi sur milieu B5 additionné
de 0.4 mgl' BAP + 1.33 mgl' AIB et chez la variété
Sigoise sur le milieu MS/2 additionné de 0.5 mg.I" Kiné
+Img.I" ANA.

La dilution de moitié du milieu MS est souvent
avantageuse pour induire la formation des racines. En effet
selon Kulchetschi et al. [11], Un faible concentration
ionique du milieu de base stimule mieux la formation des
bourgeons et la prolifération des tiges chez I’explant. Elle
conduit aussi a une plus grande capacité de formation des
racines chez les tiges (rootable explants). Une faible
prolifération racinaire peut avoir comme origine, la
production par I’explant ; ou la présence dans le milieu de
base, des substances chimiques inhibitrices de la
morphogenése. Ce phénomeéne est réduit par ajout du
charbon actif qui exerce son effet par 1’absorption des
substances toxiques produites et rejetées par 1’explant dans
le milieu.

La production de telles substances a été démontrée dans
la culture in vitro de Allium et Daucus [12]. Un second effet
est que le charbon absorbe les substances nocives associées
aux minéraux entrant dans la composition du milieu.

Sanchez et al. [13] rapportent que 1’ajout du charbon
actif était bénéfique pour le développement du systéme
racinaire et de l’organogenése. L’effet du charbon est
similaire a celui de I’obscurité car ce dernier noircit le
milieu. Les effets stimulateurs du charbon actif, en culture
in vitro, ont été rapportés par Rugini et al. [14] pour
I’olivier et par Rugini et al. [15] pour I’amandier et le
noyer. Saborio et al. [16] mentionnent que la concentration
de I’azote dans le milieu est un autre facteur qui peut étre a
I’origine des différences de prolifération de la
morphogenése des explants ensemencés dans différents
milieux. Le rapport entre les différents ¢léments intervient
aussi comme facteurs pouvant promouvoir ou réduire la
réponse de I’organogenése. La formation des cals est un
préalable a I’induction de la rhizogenése. Les racines sont,



BENDERRADJI L., H. BOUZERZOUR, N.YKHLEF, A. DJEKOUN, K. KELLOU

en effet, développées uniquement chez la variété Chemlal et
Sigoise ou la caulogenése s’est initiée. La nécessité du
passage par la phase de caulogenése pour avoir un
développement racinaire est mentionnée par Rama et
Pontikis [17]. Sur blé tendre (Triticum aestivum L.), Rashid
et Quraishi [18] mentionnent que I’induction des cals est
dépendante du génotype et qu’elle est favorisée par
I’addition du 2.4-D au milieu basal. IIs rapportent aussi que
la présence de I'IAA dirige la morphogenése vers un exces
de prolifération racinaire. Selon Bouharmont et Desseyrs
[19], chez le riz (Oriza sativa L.), 1 mg.I"" d'AIA ajouté au
milieu de base (LS), induit la rhizogenése aprés une
incubation de 10 jours a I’obscurité.

La variété Chemlal a développée des racines sur
MS/2 additionné de 0.5 mg.I" Kiné + 0.5 mg.I”" ANA. Le
développement racinaire a été noté aussi pour la méme
variété sur milieu B5 additionné de 0.4 mg.I' BAP + 1.33
mg.1" d’AIB. Sigoise développe des racines sur milieu BS
additionné de 0.5 mg.I" Kiné + 1 mg.I"" ANA. Les explants
des variétés Chemlal et Sigoise développant des racines, se
sont facilement acclimatés et ont été transférés sous serre
ou leur croissance s’est maintenue.

Conclusion

La réponse des variétés étudiées de par les mesures faites
sur I’élongation foliaire, la croissance en hauteur et la
matiére fraiche accumulée par les explants indique que le
milieu B5 est nettement meilleur comparativement au
milieu MS pour I’expression des variables mesurées sur la
partie feuillée des explants ensemencés. Sur ce méme
milieu les trois variétés différent peu pour I’expression du
feuillage et de la croissance en hauteur des microboutures
mais elles différent significativement pour la maticre
fraiche accumulée. Chemlal a la meilleure capacité
d’accumulation de la matiére fraiche. Les différentes
combinaisons de I’association kinétine + AIB affectent
différemment les variables mesurées. La combinaison 0.25
mg.1" Kiné + 1 mg.I"" AIB est relativement plus favorable &
I’expression des caractéres étudiés. La rhizogenése des
variétés Chemlal et Sigoise a été initiée aprés caulogenése
induite par la kinétine et I'AIB. Les explants ayant
développés des racines ont subi I’acclimatation avec succes
et ont été transférés a la serre.
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