
ruicropr opagation pa r tissus
inflorescentiels du palmier dattier
(Phænix dactylifera /.) , un outil efficace
pour La sauveSarde des SenotyPes rares.

Abahmane L.
lttboratoire de Biotechnologie Vé gétale

INM, Centre Régional de la Recherche Agronomique de Marrakech





AL AWAMIA I 13 Vol.2 N'1, 2005 49

Résumé
kt multiplication des génotypes de palmier dattier, rares ou séIectionnés, se heurte au pro'

blème di l'indisponibiùté dà iejets nècessaires à leur micropropagation végétative. Pour palier

à ce problème, I'utilisation dà tissus prélevés à partir d'inflorescences, au moment de leur

émergence, a permis Ia réussite de la multiplication de certains génotypes sélectionnés et pré-

sumà résistaÀt, à lo maladie du Bayoud. Pour une meilleure adaptation de cette nouvelle tech-

nique à une large gamme de génotypes, deux séries de combinaisons hormonales ont été testées

en' phase d' initiation de bourgeons. kt première série contenant 0.5 mgl ' d'acide naphtoxyace-

tiqie (ANOA), 0.5 mgt , , aciie naphtalenacétique (ANA) et (0, 0.1 , 0.5 et 1) mgl'' du 2-lsopen-

tyi aàénosine (Ipilâ induit le dZveloppement de carpelles et laformation de racines. ln se-

ionde, contenant : 0.5 mglt ANA, I mgl-lBAP et (0, 0.5, I et 2) mgt'IPA a permis d'initier les

bourgieons végétatifs chez deux génotypes sélectionnés INRA-826 et INRA-827 respectivement

sur les milieux contenant I et 2 mglt d' IPA. L'étude de Ia multiplication de ces bourgeons a été

réalisée avec le milieu de base renfermant (mgl't ): les régulateurs de croissance ANA (0'5), IPA

( l ) et BAp ( I ) ou ditué au I/2.5; I/5 et 1/10 . La multiplication a été satisfaisante sur le milieu

dilué au l/2.5. Des centaines de plantules ont été régénérées et acclimatées. I'es premiers vitro-

plants produits ont été transferés au sol aux domaines expérimentaux de I'INRA à Marrakech et
'à 

Zagora. Certains vitro-plants du génotype INRA-826 ont commencé à produire des dattes.

Mots ctés : Palmier dattier, micropropagation, tissus inflorescentiels, génotypes sélec-
tionnés
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Abstract
Micropropagation of rare or selected date palm genotypes is hampered by the lack of offshoots
needed for their vegetative propagation. To overcome this problem, the use of tissues excised
from inJlorescences, at their emergence, has permitted to succeed the micropropagation of
some selected genatypes presumed to be resistant to Bayoud disease. In order to adapt this new
technique to other genotypes, two hormonal combinations were tested on bud initiation. The

first one containing 0.5 mglt d'acide naphtoxyacetique (NOAA), 0.5 mgl't NAA and (0, 0.1, 0.5
and I ) mgl't 2-Isopentyl adenosine (2-iP) enhanced carpel development and rootformation. The
second containing 0.5 mgl'' naphtalenacétique acide (NAA), I mgl't benrylaminopurine (BAP)
and (0, 0.5, I and 2) mgl' of isopentyl adenosine ( 2-iP) has permitted bud initiation in geno-
types INRA-826 and INM-827 respectively on cuhure media containing I and 2 mglt of 2-iP.
Bud multiplication was lested on culture media containing (mgl't ): NAA (0.5), 2-iP ( I ) and BA
( I ) or diluted at I/2.5: I/5 and I/10. Satisfactory rate of multiplication was achieved on medium
diluted at l/2.5. Hundreds of complete plantlets were produced and acclimatized. The first pro-
duced vitro-plants were transfened to soil at INP.d#^ experimental stations in kgora and Mar-
rakech. The ftrst plants from (INRA-826) have started to produce dates.

Key words : Date palm, micropropagation, inflorescence tissues, selected cultivars
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lntroduction

Le palmier dattier constitue I 'ossature de I 'agriculture oasienne par son rôle écologique de

protection des cultures sous-jacentes contre les influences du climat désertique. Le dévelop-

pement de la culture du palmier dattier connaît actuellement de sérieuses menaces liées prin-

cipalement à la maladie du Bayoud qui a décimée, depuis son apparit ion en 1887 dans la val-

Iée de Draâ, plus des 213 des palmeraies marocaines. Les moyens de lutte chimique et

culturale contre cette maladie ainsi que les mesures prophylactiques se sont révélés coûteux,

non pratiques et peu efficaces pour contrôler son expansion. Pour faire face à cette situation,

I'Institut National de la Recherche Agronomique (INRA), a entrepris un vaste programme de

sélection, au sein des palmeraies infestées par le Bayoud, afin de préserver les génotypes qui

présentent des potentialités de résistance à cette maladie. Ce programme a permis la sélec-

tion de dizaines d'individus présumés résistants et de bonne qualité dattière. Cependant,

I'exploitation de ces obtentions se heurte au problème de I'indisponibilité de rejets suffi-

sants à leur multiplication végétative. Le développement d'un procédé permettant la multi-

plication de ces clones permettrait de valoriser les énormes efforts déployés par I'INRA en

matière de sélection de ces génotypes. Devant cette situation, le recours à l'utilisation des

tissus inflorescentiels reste le seul moyen pour leur multiplication. Dans ce cadre, des résul-

tars encourageants ont été rapportés par Drira (1985) chezlavariété Allig, par Loutfi (1989)

chez certaines variétés marocaines, par Bhaskaran et Smith (1992) chez la variété Barhi et

par Abahmane (1998, 2003 et2005) chez certains génotypes sélectionnés. I-'objectif de ce

travail est de mieux adapter cette technique à une large gamme de génotypes de palmier dat-

tier. Pour cela, I'effet de quelques combinaisons en régulateurs de croissance a été testé sur

la phase d'initiation et de multiplication des bourgeons végétatifs.

MATERIEL & METHODES

Le matériel végétal est constitué d'inflorescences issues de quatre génotypes sélectionnés et

qui ne disposer pas de rejets, à savoir : INRA-K4, INRA-A18, INRA-B26 et INRA-B27. Les

spathes sont prélevées à leur émergence pendant la période de floraison entre février et avril.

Pour la phase de multiplication, les bourgeons utilisés sont prélevés à partir des génotypes

INRA-B26, INRA-B27 et un autre génotype initié auparavant INRA-954.

5 1
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1. Milieu de culture :

Le milieu de base utilisé est constitué des macro-éléments de Gamborg et Eveleigh (1968)
modifiés par Gresshoff et Doy (1972), des micro-éléments de Gamborg er Eveleigh (1968),
de la solution ferrique de Murashige et Skoog (1962), du myo-Inositol (100 mg/l). I'adénine
(25 mgll), la tyrosine (250 mg/l), la glycine (2mg/l), le saccharose @O elD,l 'agar (8g/l) et du
Polyvinylpirrolidone (2 el D.

Pour l'étude de l'effet de régulateur de croissance sur la phase d'initiation deux séries de
combinaisons hormonales ont été testées

. Série l(en mgUl) : ANOA (0.5), ANA (0.5) et IPA (0, 0.1, 0.5 et l).

. Série 2(en mgVl) : ANA (0.5), BAP (l) et IPA (0, 0.5, I et2).

Le milieu de multiplication mg/l de même composition de base que le milieu d'initiation
contient(en mgl/l):

. ANA (0.5), IPA (1) et BAP (l) ou dilué au l/2.5; l/5 et t ltO.

Le pH des différents milieux est ajusté à 5.8 à I 'aide du NaoH (0.1N), et HCI (0.1N) les mi-
lieux de culture sont distribués dans des tubes à essai (25 x 150 mm) à raison de 15 ml par

tube puis autoclavé à 121'C pendant 20 minutes.

2 . Préparation du matériel végétal:

Au moment de la mise en culture

'Les spathes sont d'abord lavées à I 'eau courante puis trempées pendant 10 minutes
dans une solution contenant 3g/l de Mancozan (matière active mancozèbe). (Fi-
gure. I ).

. Les pédicelles récupérés sont désinfectés pendant 20 minutes, dans I'hypochlorite
de sodium commercial dilué de moitié

'Les pédicelles sont f inalement rincés à I 'eau disti l lée stéri le puis découpés en petits
fragments et ensemencés sur les milieux d'init iation (Figure l).

. Les explants sont mis dans une solution anti-oxydante contenante 100 mg d'acide
ascorbique et 150 mg d'acide citrique afin d'atténuer le problème de brunissement du
aux phénols.
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Figure 1: Inflorescence ensemencée (à droite) prélevée de spathe âgée (à gauche)

3. Conditions d'incubation

Les cultures sont incubées à I'obscurité pendant 8 mois sous une température de 26 + l"C

pendant le jour et de 22 + 1oC pendant la nuit. Les repiquages sur des milieux frais sont

effectués toutes les quatre semaines.

4. Analyses statistiques

Le dispositif expérimental adopté est un dispositif en blocs aléatoires complets avec 3 répé-

titions. pour chaque traitement, 90 tubes, répartis en trois lots (3 répétitions) ont été utilisés

au début de I'essai. Les analyses statistiques sont effectuées à l'aide du logiciel statistique
"SySTAT". Pour la comparaison des moyennes, le test de Newman et Keuls (Dagnelie1980)

a été uti l isé au seuil 57o.

RESULTATS ET DISCUSSION

A- PHASE IN VITRO

1. croissance et développement des explants

Après un mois de mise en culture, en fonction d e la composition hormonale du milieu de

culture, diverses réactions ont été observées. Sur la première série de milieu, nous avons
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noté l 'allongement des explants avec l 'épaississement des pédicelles. De même un dévelop-
pement spectaculaire de carpelles a été observé surtout chez les génotypes INRA-K4 et
INRA-AI8.

L'analyse statistique des données relatives à ce dernier type de cornportement a mis en évi-
dence un effet significatif (P < 0.05) du milieu de culture sur la croissance des carpelles. Les
mêmes constatations ont été rapportées par Bakry et al. (1985) chezle bananier multiplié à
partir des tissus floraux.

Outre la croissance des explants, la multiplication des pièces florales a constitué la réaction
dominante sur les milieux de culture d'init iation de la deuxième série surtout les plus riches
en cytokinines (l et 2 mgl-l d'IPA). En effet, une multitude de petites pièces prennent nais-
sance à partir des boutons floraux des explants de départ et cela semble être favorisé par les
cytokinines, uti l isées (BAP et IPA), qui sont connues par leur stimulation des divisions cel-
lulaires (George et Sherrington, 1984). L'analyse statistique des résultats arévélé des diffé-
rences significatives (PS.0l) entre les quatre milieux de culture testés. Des résultats simi-
laires ont été rapportés par Drira et Benbadis (1985) qui ont noté une prolifération de pièces
florales très courtes sur des explants prélevés d'inflorescences immatures de palmier dattier
et ensemencés sur un milieu équil ibré contenant 1 mgl-l de BAP et I mgl-1 d'AIB. Le même
résultat a été également observé par Loutfi (1989) chez un matériel végétal prélevé à partir
d'inflorescences plus âgées et cultivé sur des milieux renfermant des rapports Auxines/Cy-
tokinines inférieurs à l.

Le développement des racines sur les explants ensemencés a été également très fréquent
chez les tissus inflorescentiels. En effet, malgré que le milieu sans IPA a montré le plus haut
pourcentage d'apparition des racines, aucune différence significative n'a été observée entre
les différents milieux de culture testés.

Ce comportement est fréquemment chez le palmier dattier. Par ailleurs, Drira (1985) a rap-
porté que la formation des racines a lieu chez tous les stades des tissus inflorescentiels culti-
vés in vitro et plus particulièrement sur des milieux riches en ANA pour des concentrations
comprises entre 0.5 et 3 mgl-1. En outre, le développement des racines sur les tissus inflo-
rescentiels est probablement lié, d'une part à l'équilibre hormonal, d'autre part au stade phy-
siologique avancé des tissus au moment de la mise en culture (Abahmane,l998 et 2003).

2. Initiation de bourgeons végétatifs

a/ Obtention de bourgeons

Sur l 'ensemble des milieux de culture testés, les deux génotypes, à savoir INRA-B26 et
INRA-827, ont développé des bourgeons végétatifs respectivement sur les milieux de cul-
ture de la deuxième série renfermant I et 2 mgl-l d'IPA. Sur ces milieux, la régénération des
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bourgeons végétatifs a eu lieu directement sur les tissus des pièces florales des explants en-

semencés. une fois initiés, ces bourgeons ont été trânsférés en lumière sur les différents mi-

l ieux de multiplication. chez certains génotypes de palmier dattier, I ' init iation de bourgeons

végétarifs est consécutive à une multiplication des pièces florales notamment les pétales. En

llttûat|lfe., des résultats signalant I'obtention de bourgeons végétatifs à partir d'explants in-

florescentiels ayant réagis par une multiplication des pièces florales ont été rapportés par

Loutfi ( 1989).

Figure 2 : Bougeons végétatifs initiés à partir des tissus inflorescentlels

b/ Multiplication des bourgeons

La multiplication des bourgeons obtenus à partir des génotypes INRA-B26, INRA-827 et un

autre génotype initié auparavant (INRA-954) est réalisée en lumière sur les difféIents mi-

lieux de multiplication testés. Au début de la phase de multiplication' les bourgeons ont eu

tendance à produire des feuilles très épaisses avec un taux de multiplication felativement

faible. Des résultats similaires ont été rapportés par Bakry et al. (1985) chez le bananier mul-

tiplié à partir des tissus inflorescentiels. sur les milieux étudiés, différents comportements

ont été observés et les différences entre les iraitements sont significatives (P <0.05). Ainsi,

sur les milieux dilués au l/2.5 et l/5, la multiplication des bourgeons ainsi que leur âspect

étaient satisfaisants. cependant, la dilution au 1/2.5 s'est distinguée pâr une multiplication

plus prolongée dans le temps comparée à celle au 1/5 qui induisait un allongement des bour-

geons après quelques cycles de repiquage. Sur le milieu entier, les bourgeons en multiplica-

tion ont montré un problème de vitrification. Par contre, ta ditution au 1/10 a entraîné à la

fois I'allongement des bourgeons et un développement précoce de lacines'

La multiplication des différents génotypes INRA-26, INRA-B27 et INRA-954 sur le milieu

dilué au l/2.5 a monrée une légère différence génotypique. (Figure 3).
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Figure 3: Evolution du taux de multiplication chez 3 génotypes
de palmier dattier sélectionnés

Subcultures

c/ Production de plantules complètes

A la fin de la phase de multiplication, les bourgeons commencent à s'allonger et à développer
des racines. Les feuilles sont laissées intactes et les pousses feuillées sont séparées en petits lots
de bourgeons qui ont donné plus tard plusieurs plantules. Au fur et à mesure de leurs individua-
lisations, les bourgeons en allongement sont séparés et repiqués à part. Sur les milieux d'élon-
gation et en présence de I'ANA seul à 0.2 mgl-1, on assiste généralement à une formation de ra-
cines parallèlement à I'allongement des bourgeons. A terme de cette phase, des plantules avec
2 à 3 feuilles et plusieurs racines sont obtenues. Elles sont alors acclimatée puis transférées en
serre. Selon les génotypes, la qualité des plantules produites est variable, d'ailleurs, on a noté
que le clone INRA-827 produit des plantules d'une excellente qualité dont le taux de reprise en
acclimatation avoisine 80 7o.

d/ Acclimatation des plantules

Les plantules produites sont acclimatées en serre, Le substrat de culture utilisé est formé de la
tourbe noire et de gravier fin (v/v) en vue d'assurer un bon drainage et une rétention en eau
convenable. La température à I'intérieur de la serre est maintenue entre 2O et30 'C à I'aide de
pompes à chaleur. De même une hygrométrie de I'ordre de 9O Vo est maintenue autour des plan-
tules nouvellement transférées en serre moyennant un Fog système et I'usage de micro-tunnels
plastiques. En outre, des traitements réguliers à base de Pelt 44 (matière active: Méthyle thio-
phanate) sont apportés afin d'éviter les problèmes de pourritures du collet. Sous ces conditions,
les plantules ayant2 à 3 feuilles, un collet bien développé et un bon système racinaire, ont eu un
taux de reprise dépassant les 80 7o. Pour une meilleure adaptation aux conditions du champ, les
vitro-plants ont été placés pour une dernière phase de durcissement sous abri ombragé. Jusqu'à
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présent, des centaines de plantules bien acclimatées, produites à partir des clones INRA-B27'

INRA-826 et INRA-954, sont disponibles en serre et sous abri ombragé (figure 4)'

Figure 4: Vitro-plants de palmier dattier, produits à partir des inflorescences,

en serre d'acclimatation (lot à droite de la photo)

B- PHASE IN-VIVO

'1. Test de confirmation de la résistance au Bayoud

La multiplication des clones présumés résistants à la maladie du Bayoud a parmi ses objectifs la

productiàn de plants nécessaires aux tests de confirmation à la résistance chez ces génotypes'

Dans ce cadre, 40 vitro plants, au stade 4 à 5 feuilles et appartenant aux clones INRA-B27 et

INRA-B26 ont été mis â la disposition du Laboratoire de Phytopathologie pour effectuer ces

études. Les tests de confirmation de la résistance sont effectués sous serre par inoculation artifi-

cielle des vitro-plants par le Fusarium oxysporum fsp albedinis (Foa), agent causal de la mala-

die du Bayoud et ce, en présence de témoins sensibles et résistants à cette maladie' Les résultats

de ces tests seront présentés ultérieurement.

2. Plantation au champ

Un échantillon constitué des premiers vitro-plants produits à partir des clones INRA-826 et

INRA-827 a été planté dans la réserve génétique du domaine expérimental Ménara à Marra-

kech au mois de Mars 2001. Un autre échantillon composé de 30 vitro-plants et appartenant aux

mêmes clones a été planté au domaine expérimental deZagora en 2003 (figure 5)' La plantation

de ces vitro-plants avait pour objectifs:

. Etudier le comportement agronomique de ces vitro-plants dans les deux sites : Marra-

kech et Zas.ora
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'  Vérif ier la conformité génétique ile ces clones vis à vis des pieds mère installés au clo-
rnaine expérintental de Zagora"

'Etudier lcurs comportements vis à vis du Foa en plcin champ dans le clomaine expéri-
mental de Zagora connu par son degré d'infestation élevé.

Figure 5 : Vitro-plants plantés au domaine expérinental deZagoraen 2003

2. Fructification des vitro-plants

Lcs vitro-plants in.stallés au donra.ine expérimental de la Ménara à Marrakech ont f leuris pour la
première fois cette anné. I l s'agit des prerniers vitro-plants du clone INRA-826, produits à par,
ti l  des inflorescences (figure 6 et7). Cette fiuctif ication permettrait de donner lcs prernières in-
dications quant à la conformité génétique et par conséquent statuer sur I 'opportunité de i 'uti l i-
sation de ce procédé de multiplication pour la micropropagation à grancle échelle du palmicr
datticr.

Signalons que c'est pour la prernière fois que cette technique a été uti l isée pour Ia production de
vitro-plants à parti l  dc plusicurs génotypes, que des échantil lons de ces vilro-plants onl. été plan-
tés en plein chantp et onl commcncé à produire dqs clattes.
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Figure 6: Régimes du cloneINRA-826 au

stade nouaison des fruits

Figure 7: Régimes du clone INRA-826 au

stade grossissenrent des fruits

CONCLUSION

Le cléveloppement d'un procédé de multiplication in vitro pour les génotypes rares ou sélec-

tionlés qui ne clisposent plus de rejets constituc actuellement une nécessité pour valoriser le

prograrnme de sélection de cultivars résistants à la maladie du bayoud. Les récentes études sur

I'uti l isation 4es inflorescences pour la multiplication de ces individus ont donné des résultats

encourageants. Cependant, le prélèvement cle cc lnatéricl végétal à partir cles pieds sélectionnés

ct représentés dans la nature par un seul pied exige que I'opération soit sans conséquences né-

f-astes sur l 'arbre à multiplier. Pour répondre à cette exigencc, nous sommes contraints de préle-

ver <les inflorescences à un stade de développernent relativernent tardif, après lcur émergence

entre les palmes .

Au cours cle cette étucle, deux génotypcs sélectionnés et présumés résistants à la rnaladie du

bayoud ont été multiplié, pour la première fois. à parlir du matériei f lorale à savoir : INRA-B26

et INRA-827. L'init iafion des bourgeons a été obtenue respectivement sur les milieux conte-

nant en mgl/l: ANA (0.5), BAP (l) et IPA (l) et (2). l-a multiplication de ccs bourgeons a été

sarislàisanre sur le milieu de culture contenant en rr-rgl/1: ANA (0.2), fPA (0.4) ct BAP (0'4)'

Des plantules complètes ont été produites et acclirnatées à partir dc ces génotypcs pour l l prc-

mière fbis. Actuellement, cles centaines de vitro-plants bien acclimatées sont disponibles sous

serre et sous abri ombragé. Les premiers vitro-plants protluits, à partir des génotypes multipliés'

ont été uri l isés pour les tests de confirmation de la résistance au Bayoud ct plus d'une trentaine,

cut été plantés aux domaines expérimentaux cle la Ménara à Manakech et de Nebch à Zagora'

l-es prciniers vitro-plants plantés à Marrakech ont commencé à fleurir cettc année ce qui pcr-

mettra d'évaluer la conformité génétique de ces génotypes et par conséquent se prononcer sur

1'opportunité de I 'uti l isation de cette technique pour la multiplication à grande échelle du pal-

mier dattier.
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