
L e palmier dattier (Phoenix dactylife
ra L.) prése nce un intérêt socio
économique et écologique impor
tant dans les zones sahariennes et 

sub-sahariennes. Acruellemenr, le dattier 
se trouve confronté au Maroc à de nom
breux problèmes : la sécheresse, l'ensable
ment, l'inadéquation des techniques cul
turales et le vieill issement des palmeraies. 
Certaines maladies (particuli èrement le 
bayo ud) ont abaissé, en un siècle, le 
par ri moine phœnicicole marocain de 15 
à 4,25 millions de pieds. Devant cette 
situation alarmante, un plan de reconsti
tution des palmeraies avec repeuplement 
par des cultivars de bonne qualité dattiè
re et résisran rs aux maladies et stress 
s' impose. 
L'amélioration et la propagation du pal
mier dattier présentent des difficultés 
particulières liées au caractère dioïque et 
au faible taux de propagation végétative 
de l'espèce. D e nouvelles technologies 
(fusion de protoplastes, transformation 
générique) devraient être utilisées, mais 
elles nécessitent la mise au point de pro
tocoles reproductibles de régénération in 
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vitro pour augmenter le taux de multipli
cation et permettre une diffusion rapide 
des hy brides ou clones sélectionnés. 
L'embryogenèse somatique apparaît à 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 explanrs ( 1 à 2 ans pour 
obtenir des embryons) , coefficients de 
multiplication faibles, aléato ires ou nuls 
chez certains cultivars et brunissement 
des tissus et des milieux de culture. La 
maîtrise de l'embryogenèse somatique 
repose sur le contrôle de la balance hor
monale (en particulier d es auxines). 
Chez de nombreuses espèces, l' induction 
des capacités embryogènes se fair en pas
sant par une phase de callogenèse favori
sée par l'acide 2,4 dichlorophénoxyacé
rique (2,4 D ), qui doit ens uite être 
éliminé pour obtenir le développement 
embryogène [l] . Chez, le géranium [2], 
les auxines sont inhibitrices de l'embryo
genèse qui se fair chez l'igname sur un 
milieu sans awci ne [3]. C hez le palmier à 
huil e, l'éliminat ion du 2,4 D lors du 
passage du milieu de callogenèse à celui 
de l'embryogenèse est déterminant pour 
la production d 'embryons [4], avec dimi
nution de l'acide indole acétique (AIA) 
endogène [5]. 
L'AIA-oxydase (enzyme impliquée dans 
la dégradation de !'AJA) joue un rôle 
important d ans le métabolisme des 
plantes et peut affecter la dé-différencia
tion cellulaire en modulant les concen
trations en AlA endogène et en caraly
s an r l'incorporation des composés 
phénoliques dans les parois ce llu-
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!aires [6]. Chez la luzerne, l'activité de 
l'AIA-oxydase ionique est reliée positive
ment à l' induction de l'embryogenèse 
somatique [7]. 
Chez le palmier dattier, l'acquisition des 
compétences embryogènes est accompa
gnée non seulement d 'une augmentation 
des activités peroxydasiques mais aussi de 
la synthèse er/ou la régulation de ses iso
formes spécifiques [8, 9]. Cette noce vise 
à rechercher le rôl e de !'AJA-oxydase 
dans le processus d'embryogenèse soma
tique chez Phoenix dactylifera. 

Matériel et méthodes 

Des cœurs de rejets du dattier sont pré
alablement dés infectés dans une solution 
de Désogerme 2 % pendant 20 min, 
puis rincés trois fois à l'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.l- 1) sous vide avant 
d 'être lavés crois fois avec l'eau distillée 
stérile puis découpés en petits fragments. 
L ' em bryogenèse es t co nduire s ur un 
milieu d e Murashige et Skoog modi
fié [ 1 O] contenant un m élange vi rami
nique (vitamines de Fossard), 2 mg.l- 1 de 
riboflavine , 30 g de saccharose e t 
150 m g.[- 1 de cha rbon actif. Ce milieu 
est additionné d e 5 mg.!- 1 de 2,4 D et 
5 mg.1- 1 de BAP pour l'initiation des 
cals . L'induction des capacités embryo
gènes est faire sur le même milieu plus 
0,5 mg. 1- 1 de BAP et 0,1 mg.l- de 
2,4 D [10] . 



L'extraction des peroxydases se fait à 
froid à partir de 200 mg de matériel 
végétal dans un tampon tris-HCl 
5 mmol (pH 7,2) contenant du MgC12 
1 mmol et du saccharose 0,25 mmol. 
Après centrifugation pendant 5 min à 
6 000 g, le surnageant est récupéré et le 
résidu est épuisé par trois extractions 
successives dans un tampon rris-HCl 
5 mmol (pH 7,2) contenant du triton X 
100 à 1 %, les quarre fractions consti
tuant la partie enzymatique soluble. La 
fraction ionique est obtenue par incuba
tion du résidu dans un tampon tris-HCl 
5 mmol (pH 7,2), NaCl 1 mmol pen
dant l heure. Après 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
reu rs potentiels de l'AIA-oxydase, 
l'extraction 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, l mmol (pH 4,5) en présence 
de 250 mg de PVP (sans PVP pour le 
témoin) . Après cemrifugation à 6 000 g 
pendant 5 min, le surnageant est récupé
ré et le résidu est repris dans le même 
tampon pour une nouvelle extraction. 
Les deux surnagean ts réunis forment 
l'extrait brut sur lequel sont effectués les 
dosages de l'activité AIA-oxydasique en 
mélangeant 500 µI de tampon citrate de 
sodium 0, l mmol pH 2,5, 200 µl 
MnCl2 l mmol, 200 µl d 'acide p-cou
marique 1 mmol , 300 µl d 'AIA 0,5 
mmol et 200 µl d 'extrait enzymatique. 
Après incubacion pendant 20 min , 2 ml 
de la solution de Salkowsky (15 ml de 
FeCl3 0,5 M, 500 mmol HP ec 300 ml 
H 2S04) sont ajoutés et l'absorbance est 
me urée à 530 nm après 30 min à l'obs
curité ec sous agitation. La quantité 
d 'AIA oxydée esc estimée par la diminu
tion de l'absorption de la coloration rose 
due au réactif de Salkowsky. 

Résultats 
et discussion 

L'activité AIA-oxydasique (figure 1) est 
crois fois inférieure chez les cals non 
embryogènes (photo 1) que chez des cals 
embryogènes (photo 2). Le rapport entre 
l'activité de l'extraie effectué en absence 
du PVP et celle de l'extraie 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 ca ls embryogènes (CE) et non embryo
gènes (CNE). 

Figure 1. Effect of polyvinylpyrrolidone IPVP) on 
indole acetic acid-oxidase activity in embryoge
nic (CE) and non embryogenic (CNE) ca lli. 
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Figure 2. Comparaison des activités acide 
indole acétique-oxydases soluble et ionique 
des cals embryogènes (CE) et non embryo
gènes (CNE). 

Figure 2. Comparison of solu ble and ionic indo
le acetic ac id-oxidase activities in embryogenic 
(CE) and non embryogen ic (CNE) calli. 

Photo 1. Illustration 
d'un cal non 
embryogène issu de 
cœurs de rejets de 
palmier dattier. 

Photo 1. Illustration 
of a non-embryogenic 
callus obtained by 
shoot-tip expiant cu l
ture of date palm. 

Photo 2 . Cultures 
embryogènes à 
croissance nodulaire 
chez le palmier dat
tier. 

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



en phase d'embryogenèse et de 0,46 chez 
les cals en p hase de callogenèse. Les 
extraies des cals non embryogènes 
contiennent des composés (probablement 
phénoliques) exerçant une action inhibi
trice sur l'AIA-oxydase, qui sont adsorbés 
par le PVP. Ceci peur expliquer l'acquisi
tion tardive de potentialité embiyogènes 
ch ez les ca ls formés sur u n mi li eu 
d'induction sans charbon actif, l'addition 
de 150 mg.!- 1 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 embryogènes 
que chez les cals embryogènes, lesquels 
montrent une activ ité AIA-oxydasique 
solub le supérieure à l'activité ionique, 
alors que, chez les cals non embryogènes, 
aucune différence significative entre les 
deux activités n'est relevée. 
L'impo rtance des peroxydases (dont 
l'AIA-oxydase) dans le processus de 
l'embiyogenèse somatique résulte proba
blement de leur participation à la restric
tion de l'expansion des parois cellulaires 
durant les premiers stades de formatio n 
des embryons [11]. Chez le palmier dat
tier, les forces activités féruloyl et p-cou
maroyl oxydases ioniques dans les tissus 
embryogènes sont à associer à l'aptitude 
de ces ci sus à incorporer les esters phé
no liques au niveau des parois cellulaires 
[12]. Chez la luzerne [7], durant les pre
miers stades de formation des emb1yons, 
les parois cellulaires subissent une aug
men cation de la fixat ion des acides phé
noli ques dues aux peroxydases. 
L'embryogenèse somatique requiert , 
généralement, chez le palmier dattier une 
longue phase d'induction de la calloge
nèse (qui peur durer jusqu'à 6 mois, 
voire 1 an de culture). Les cals isolés à 
partir de ce m ilieu sont transférés sur un 
mi lieu d'expression de l'embryogenèse, 
avec des concentrations en 2,4 D réduire 
de 50 fois et en BAP réduire de 10 fois 
par rapport à la première phase, ce qui 
paraît déterminant pour l'expression des 
capacités embryogènes [ 1 O]. Chez cer
taines espèces de graminées, le 2,4 D est 
très utilisé pour l'initiation de l'embiyo
genèse, mais sa concentration doit être 
ensuite réd uire pour favoriser le dévelop
pement des emb1yons [l]. 
Les teneurs en AIA endogène jouent un 
rôle très important dans l'embryogenèse 
somatique. Chez la carotte, les cultures 

avec 2,4 D contiennent des concentra
tions élevées en AIA endogène, alors que 
leur transfert sur milieu sans 2,4 D (qu i 
initie le processus de format ion des 
embryons) se traduit par une diminution 
spectaculaire des concentrations en 
AIA [l]. Les activités AIA-oxydasiques 
semblent donc jouer un rôle régulateur 
dans l'acquisition des capacités embiyo
gènes chez le palmier dattier notamment 
via la modu lation des concen tracions 
endogènes des tissus en AIA • 
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Summary 

AIA-oxidase: regulator and 
potential marker of somatic 
embryogenesis in date palm 
(Phoenix dactylifera L.) 
M. El Bellaj, S. El Jaafari, I. El Hadram i 

Culture of date palm (Phoenix dac
tyl ifera L.) shoot-tip explants on 
modified MS medium, supplemen
ted with 5 mg./- 1 2.4-dichlorophe
noxyacetic acid and 5 mg./- 1 ben
zylaminopurine, induced ce// 
division and cal/us proliferation. 
Ca/li exposed to 2.4-dichlorophe
noxyacetic acid (O. 1 mg.1- 1) and 
benzylaminopurine (0 .5 mg .l- 1) 

were embryogenic. Indole acetic 
acid-oxidase activity in embryoge
nic cal/i was threefold that of non
embryogenic calli. The activity of 
this enzyme was inhibited in crude 
extract (probably due to phenolic 
effects), as shown by the effect of 
adding polyvinylpyrrolidone 
during enzyme extraction, and was 
more inhibited in non-embryoge
nic calli as compared to embryo
genic calli. Soluble indole acetic 
acid-ox idase activity in embryoge
nic calli was higher than that of 
ionic oxidases, while no such dif
fe re n ce was detected in non
embryogenic cal/i. Indole acetic 
acid-ox idase, as we/1 as endoge
nous indole acetic acid, may there
fore have a crucial raie in date 
palm somatic embryogenesis. 
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