e palmier dattier (Phoenix dactylife-
ra L.) présente un intérét socio-
économique et écologique impor-
tant dans les zones sahariennes et
sub-sahariennes. Actuellement, le dattier
se trouve confronté au Maroc a de nom-
breux problemes : la sécheresse, I'ensable-
ment, I'inadéquation des techniques cul-
turales et le vieillissement des palmeraies.
Certaines maladies (particulierement le
bayoud) ont abaissé, en un siecle, le
patrimoine pheenicicole marocain de 15
a 4,25 millions de pieds. Devant cette
situation alarmante, un plan de reconsti-
tution des palmeraies avec repeuplement
par des cultivars de bonne qualité dattie-
re et résistants aux maladies et stress
s'impose.
L’amélioration et la propagation du pal-
mier dattier présentent des difficultés
particuliéres lides au caractere dioique et
au faible taux de propagation végétative
de Pespece. De nouvelles technologies
(fusion de protoplastes, transformation
génétique) devraient étre utilisées, mais
elles nécessitent la mise au point de pro-
tocoles reproductibles de régénération 7
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L'AlA-oxydase : régulateur
et marqueur potentiel
de I'embryogenese somatique
chez le palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.)

Mounir El Bellaj, Samir El Jaafari, Ismail El Hadrami

vitro pour augmenter le taux de multipli-
cation et permettre une diffusion rapide
des hybrides ou clones sélectionnés.
L’embryogenése somatique apparait a cet
égard comme intéressante et économique
pour la multiplication des cultivars sélec-
tionnés. Chez le dattier, elle est limitée
par de nombreux facteurs : lenteur dans
la réactivité des explants (1 & 2 ans pour
obtenir des embryons), coefficients de
multiplication faibles, aléatoires ou nuls
chez certains cultivars et brunissement
des tissus et des milieux de culture. La
maitrise de 'embryogenese somatique
repose sur le controle de la balance hor-
monale (en particulier des auxines).
Chez de nombreuses especes, I'induction
des capacités embryogenes se fait en pas-
sant par une phase de callogenése favori-
sée par l'acide 2,4 dichlorophénoxyacé-
tique (2,4 D), qui doit ensuite étre
éliminé pour obtenir le développement
embryogene [1]. Chez le géranium [2],
les auxines sont inhibitrices de 'embryo-
genese qui se fait chez I'igname sur un
milieu sans auxine [3]. Chez le palmier a
huile, I’élimination du 2,4 D lors du
passage du milieu de callogenese a celui
de I'embryogenese est déterminant pour
la production d’embryons [4], avec dimi-
nution de l'acide indole acétique (AIA)
endogene [5].

L’AIA-oxydase (enzyme impliquée dans
la dégradation de I’AIA) joue un role
important dans le métabolisme des
plantes et peut affecter la dé-différencia-
tion cellulaire en modulant les concen-
trations en AIA endogene et en cataly-
sant 'incorporation des composés
phénoliques dans les parois cellu-
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laires [6]. Chez la luzerne, lactivité de
I’ATA-oxydase ionique est reliée positive-
ment a 'induction de I'embryogenése
somatique [7].

Chez le palmier dattier, I'acquisition des
compétences embryogenes est accompa-
gnée non seulement d’une augmentation
des activités peroxydasiques mais aussi de
la synthese et/ou la régulation de ses iso-
formes spécifiques [8, 9]. Cette note vise
a rechercher le role de I’AIA-oxydase
dans le processus d’embryogenese soma-
tique chez Phoenix dactylifera.

Matériel et méthodes

Des ceeurs de rejets du dattier sont pré-
alablement désinfectés dans une solution
de Désogerme 2 % pendant 20 min,
puis rincés trois fois a I'eau distillée stéri-
le. Ils sont par la suite trempés pendant
20 min dans une solution d’hypochlorite
(12°) additionnée de permanganate de
potassium (300 mg.I"!) sous vide avant
d’étre lavés trois fois avec I'eau distillée
stérile puis découpés en petits fragments.
L’embryogenese est conduite sur un
milieu de Murashige et Skoog modi-
fié [10] contenant un mélange vitami-
nique (vitamines de Fossard), 2 mg.I"! de
riboflavine, 30 g de saccharose et
150 mg.I" ! de charbon actif. Ce milieu
est additionné de 5 mg.I"! de 2,4 D et
5 mg.I" ! de BAP pour I'initiation des
cals. L'induction des capacités embryo-
genes est faite sur le méme milieu Flus
0,5 mg.l"! de BAP et 0,1 mg.l= ' de
2,4 D [10].




L’extraction des peroxydases se fait a
froid a partir de 200 mg de matériel
végétal dans un tampon tris-HCI
5 mmol (pH 7,2) contenant du MgCl,
1 mmol et du saccharose 0,25 mmol.
Apres centrifugation pendant 5 min a
6000 g, le surnageant est récupéré et le
résidu est épuisé par trois extractions
successives dans un tampon tris-HCI
5 mmol (pH 7,2) contenant du triton X
100 a 1%, les quatre fractions consti-
tuant la partie enzymatique soluble. La
fraction ionique est obtenue par incuba-
tion du résidu dans un tampon tris-HCI
5 mmol (pH 7,2), NaCl 1 mmol pen-
dant 1 heure. Apres centrifugation, le
surnageant est récupéré ; cette opération
est répétée deux fois pour épuiser la frac-
tion enzymatique ionique. Pour le pié-
geage des composés phénoliques inhibi-
teurs potentiels de I’AIA-oxydase,
Iextraction est conduite en présence du
polyvinylpyrrolidone (PVP) 40 000 inso-
luble. Les cals (500 mg poids frais) sont
broyés dans un tampon acétate de
sodium 0,1 mmol (pH 4,5) en présence
de 250 mg de PVP (sans PVP pour le
témoin). Apres centrifugation a 6 000 g
pendant 5 min, le surnageant est récupé-
ré et le résidu est repris dans le méme
tampon pour une nouvelle extraction.
Les deux surnageants réunis forment
extrait brut sur lequel sont effectués les
dosages de Iactivité AlA-oxydasique en
mélangeant 500 pl de tampon citrate de
sodium 0,1 mmol pH 2,5, 200 ul
MnCl, 1 mmol, 200 ul d’acide p-cou-
marique 1 mmol, 300 pl d’AIA 0,5
mmol et 200 pl d’extrait enzymatique.
Apres incubation pendant 20 min, 2 ml
de la solution de Salkowsky (15 ml de
FeCl; 0,5 M, 500 mmol H,O et 300 ml
H,80,) sont ajoutés et I'absorbance est
mesurée a 530 nm apres 30 min a I'obs-
curité et sous agitation. La quantité
d’AlIA oxydée est estimée par la diminu-
tion de I'absorption de la coloration rose
due au réactif de Salkowsky.

Résultats
et discussion

L’activité AlA-oxydasique (figure 1) est
trois fois inférieure chez les cals non
embryogenes (photo 1) que chez des cals
embryogénes (photo 2). Le rapport entre
Pactivité de Pextrait effectué en absence
du PVP et celle de Iextrait obtenu en
présence du PVP est de 0,90 chez les cals
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Figure 1. Effet du polyvinylpyrrolidone (PVP)
sur l'activité acide indole acétique-oxydase
des cals embryogénes (CE) et non embryo-
genes (CNE).

Figure 2. Comparaison des activités acide
indole acétique-oxydases soluble et ionique
des cals embryogenes (CE) et non embryo-
genes (CNE).

Figure 1. Effect of polyvinylpyrrolidone (PVP) on
indole acetic acid-oxidase activity in embryoge-
nic (CE) and non embryogenic (CNE) calli.
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Figure 2. Comparison of soluble and ionic indo-
le acetic acid-oxidase activities in embryogenic
(CE) and non embryogenic (CNE) calli.

Photo 1. lllustration
d'un cal non
embryogéne issu de
ceeurs de rejets de
palmier dattier.

Photo 1. lllustration
of a non-embryogenic
callus obtained by
shoot-tip explant cul-
ture of date palm.

Photo 2. Cultures
embryogenes a
croissance nodulaire
chez le palmier dat-
tier.

Photo 2. Embryoge-
nic culture showing
nodular growth in
date palm.



en phase d’embryogenese et de 0,46 chez
les cals en phase de callogenese. Les
extraits des cals non embryogenes
contiennent des composés (probablement
phénoliques) exercant une action inhibi-
trice sur ’AlA-oxydase, qui sont adsorbés
par le PVP. Ceci peut expliquer I'acquisi-
tion tardive de potentialités embryogenes
chez les cals formés sur un milieu
d’induction sans charbon actif, 'addition
de 150 mg.I"! de charbon actif donnant
une réponse deux fois plus rapide.

Par ailleurs, les activités AIA-oxydasiques
solubles et ioniques (figure 2) sont moins
élevées chez les cals non embryogenes
que chez les cals embryogenes, lesquels
montrent une activité AlA-oxydasique
soluble supérieure a 'activité ionique,
alors que, chez les cals non embryogenes,
aucune différence significative entre les
deux activités n’est relevée.
L’importance des peroxydases (dont
’AlA-oxydase) dans le processus de
Pembryogenese somatique résulte proba-
blement de leur participation a la restric-
tion de I'expansion des parois cellulaires
durant les premiers stades de formation
des embryons [11]. Chez le palmier dat-
der, les fortes activités féruloyl et p-cou-
maroyl oxydases ioniques dans les tissus
embryogenes sont a associer a I'aptitude
de ces tissus a incorporer les esters phé-
noliques au niveau des parois cellulaires
[12]. Chez la luzerne [7], durant les pre-
miers stades de formation des embryons,
les parois cellulaires subissent une aug-
mentation de la fixation des acides phé-
noliques dues aux peroxydases.
L’embryogenese somatique requiert,
généralement, chez le palmier dattier une
longue phase d’induction de la calloge-
nese (qui peut durer jusqu’a 6 mois,
voire 1 an de culture). Les cals isolés a
partir de ce milieu sont transférés sur un
milieu d’expression de I'embryogenése,
avec des concentrations en 2,4 D réduite
de 50 fois et en BAP réduite de 10 fois
par rapport a la premiere phase, ce qui
parait déterminant pour I'expression des
capacités embryogenes [10]. Chez cer-
taines especes de graminées, le 2,4 D est
tres utilisé pour I'initiation de 'embryo-
genese, mais sa concentration doit étre
ensuite réduite pour favoriser le dévelop-
pement des embryons [1].

Les teneurs en AIA endogene jouent un
role tres important dans 'embryogenese
somatique. Chez la carotte, les cultures

avec 2,4 D contiennent des concentra-
tions élevées en ATA endogene, alors que
leur transfert sur milieu sans 2,4 D (qui
initie le processus de formation des
embryons) se traduit par une diminution
spectaculaire des concentrations en
AIA [1]. Les activités AlA-oxydasiques
semblent donc jouer un réle régulateur
dans l'acquisition des capacités embryo-
genes chez le palmier dattier notamment
via la modulation des concentrations
endogenes des tissus en AIA 1l
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Summary

AIA-oxidase: regulator and
potential marker of somatic
embryogenesis in date palm

(Phoenix dactylifera 1.)
M. El Bellaj, S. El Jaafari, I. El Hadrami
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