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Résumeé

Le travail de cette thése consiste a optimiser les techniques de la multiplication végétative de
I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) afin de contribuer & sa domestication et favoriser la
création de vergers modernes « Arganiculture », ainsi que la restauration de I’arganeraie. A cet
effet, nous nous sommes intéressés a 1’analyse de la composition chimique des graines et des
feuilles, des mécanismes de croissance, de la physiologie des boutures semi-ligneuses ainsi qu’a
I’identification in silico des principaux genes controlant I'noméostasie de l'auxine. Dans un
premier temps, nous avons démontré que 1’analyse moyen infrarouge a transformée de Fourier
couplée a la chimiométrie a permis une caractérisation rapide de la composition chimique des
graines et des feuilles d’arganier. L’étude physiologique de différents facteurs endogenes et
exogenes a montré que les boutures semi-ligneuses plantées dans un substrat de sable fin,
traitées avec 3000 mg.I"t d’AIB et irriguées avec la solution nutritive Hoagland ont présenté
une amélioration qualitative et quantitative du systéme racinaire des plants d’arganier : le
nombre de racines, la longueur des racines et le pourcentage d’enracinement ont été
respectivement de 45,06, 33,63 cm et 65%. Enfin, dans le but d’améliorer I’efficacité¢ du
bouturage et pour mieux comprendre les mécanismes de la rhizogenese, nous avons réalisé une
étude bio-informatique qui a permis initialement 1’identification de six principaux geénes
intervenant dans I’influx (AUX1), I’efflux (PIN1, PIN4 et PIN7), la perception (ABP1 et TIR1)
de I’auxine et par la suite la conception in silico d’amorces oligonucléotidiques efficientes

favorisant une meilleure spécificité de la PCR quantitative (QPCR).

Mots-clés : Argania spinosa, domestication, multiplication végétative, bouturage, rhizogenese

adventive, spectroscopie, amorces oligonucléotides.



Abstract

This study consists in optimizing the vegetative propagation techniques of the argan tree
(Argania spinosa (L.) Skeels) in order to contribute to its domestication and promote the
creation of modern orchards « Arganiculture », as well as the restoration of the argan grove.
We are indeed interested in the analysis of the chemical composition of seeds and leaves,
growth mechanisms, the physiology of semi-woody cuttings as well as the in silico
identification of the main genes controlling auxin homeostasis. First, we demonstrated that the
analysis of the Fourier-Transform Mid-Infrared spectroscopy coupled with chemometrics
enables a fast characterization of the composition of argan tree seeds and leaves. The
physiological study of various endogenous and exogenous factors has shown that the semi-
woody cuttings planted in a fine sand substrate, treated with 3000 mg.I* of IBA and irrigated
with Hoagland nutrient solution reveal a qualitative as well as quantitative improvement of
argan plants’ rooting system. Hence, the number of roots, root length and rooting rate of the
cuttings were respectively 45,06, 33,63 cm and 65%. Finally, in order to improve the efficiency
of the stem cutting technique and to better understand the mechanism of adventitious root
formation, we carried out a bioinformatics study which initially allowed the identification of
six main genes involved in the influx (AUX1), the efflux (PIN1, PIN4 and PIN7) and the
perception (ABP1 and TIR1) of auxin and subsequently the in silico design of efficient
oligonucleotide primers promoting a better specificity of the Real-Time PCR (gPCR).

Keywords : Argania spinosa, domestication, vegetative propagation, cuttings, adventitious
rooting, spectroscopy, oligonucleotide primers.



Liste des sigles et abréviations
2,4,5-T : Acide 2,4,5-Trichlorophénoxyacétique ;
2,4-D : Acide 2,4-Dichlorophénoxyacétique ;
AAM : Accroissement Annuel Moyen ;

ABC : ATP Binding Cassette ;

ABCB : ATP Binding Cassette class B ;
ABP : Auxin Binding Protein ;

ACP : Analyse en Composantes Principales ;
ADA : Agence de Développement Agricole ;
ADN : Acide Désoxyribo Nucléigue ;

AIlA : Acide Indole-3-Acétique ;

AIB : Acide Indole-3-Butyrique ;

ALPIN4 : PIN4 of Arabidopsis lyrata ;
ALPIN7 : PIN7 of Arabidopsis lyrata ;

ANA : Acide 1-Naphtaléne-Acétique ;

Liste des abréviations

ANDZOA : Agence de Développement des Zones Oasiennes et de 1’ Arganier ;

ANOVA : Analyse de la Variance ;

ANT : Anthranilate ;

APA : Acide-2-Phényl-Acétique ;

ARF : Auxin Response Factor ;

ASFA : Argania spinosa de la Forét d’Admine ;

ASOC : Argania spinosa de I’Arboretum d’Oued Cherrat ;
ATPIN4 : PIN4 of Arabidopsis thaliana ;

ATPINT : PIN7 of Arabidopsis thaliana ;

ATR : Attenuated Total Reflectance ;



Liste des abréviations

AUX1 : Auxin Resistant 1;

BLAST : Basic Local Alignment Search Tool ;

C.E : Conductivité Electrique ;

CAM : Calmodulin ;

CBPINY : PIN7 of Capsella bursa-pastoris ;

CCM : Chromatographie sur Couches Minces ;

CPG : Chromatographie en Phase Gazeuse ;

CRRA : Centre Régional de Recherche Agronomique ;
DARED : Développement de I’ Arganiculture en Environnement Dégrad¢ ;
DBAC : Dispositif en Bloc Aléatoire Complet ;
DCAUX1 : AUX1 of Dianthus caryophyllus ;

DDBJ : DNA Data Bank of Japan ;

DDL : Degré De Liberté ;

DLTIR1 : TIR1 of Dimocarpus longan ;

DPA : Directions Régionales de 1’ Agriculture ;

EBI : European Bioinformatics Institut ;

Eelec : Energie électronique ;

EM : Electromagnétiques ;

EMBL : European Molecular Biology Laboratory ;
Erot : Energie rotationnelle ;

Evib : Energie vibrationnelle ;

FAO : Organisation des Nations Unies pour 1I’Alimentation et 1’ Agriculture ;
FATIRL1 : TIR1 of Fragaria ananassa ;

FDA : Fond de Développement Agricole ;

FIFARGANE : Fédération Interprofessionnelle de la Filiere d'Argane ;



Liste des abréviations

FIMARGANE : Fédération Interprofessionnelle Marocaine de la Filiere d'Argane ;

FMTEC : Fédération Marocaine des Transformateurs, Exportateurs et Commercants d'huile

d'argane ;

FNADUA : Fédération Nationale des Ayant-Droits Usagers de 1’ Arganeraie ;
F-value : Loi de Fisher-Snedecor ;

GCF : Green Climate Fund ;

GH3 : Gretchen Hagen 3 ;

GHABPL1 : ABP1 of Gossypium hirsutum ;

GIE : Groupements d’Intérét Economique ;

GmPIN4 : PIN4 of Glycine max ;

GPS : Global Positioning System ;

HA : Solution nutritive Hoagland et Arnon ;

HCEFLCD : Haut-Commissariat aux Eaux et Foréts et a la Lutte Contre la Désertification ;
HPLC : High Performance Liquid Chromatography ;

IAM : Indole-3-Acetamide ;

IAOX : Indole-3-Acetaldoxime ;

IG : Indole Glucosinolate ;

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique ;
IPyA : Indole-3-Pyruvic Acid ;

IR : Infrarouge ;

IRTF : Spectroscopie Infrarouge a Transformeée de Fourier ;
LAAUX1 : AUX1 of Lupinus albus ;

LAX1 : Auxin transporter-Like protein 1 ;

MAB : Programme sur I’Homme et la Biosphere ;

MAPMDREF : Ministére de I'Agriculture de la Péche Maritime du Développement Rural et

des Eaux et Foréts ;



Liste des abréviations

MATIR1 : TIR1 of Morus alba ;

MDPINL1 : PIN1 of Malus domestica ;

MDPIN7 : PIN7 of Malus domestica ;

MIAUX1 : AUX1 of Mangifera indica ;

MIR : Moyen Infrarouge ;

MS : Solution nutritive Murashige et Skoog ;

NCBI : National Center for Biotechnology Information ;
NIG : National Institute of Genetics ;

NRT1 : Nitrate Transporter 1 ;

ODECO : Office du Développement de Coopération ;
ONSSA : Office National de Sécurité Sanitaire des produits Alimentaires ;
ONU : Organisation des Nations Unies ;

PCR : Polymerase Chain Reaction ;

PILS : PIN-LIKES ;

PIN : PIN-FORMED ;

PIR : Proche Infrarouge ;

PMYV : Plan Maroc Vert ;

PPM : Partie par million (g/kg) ;

PSABP1 : ABP1 of Prunus salicina ;

PSAUX1 : AUX1 of Pisum sativum ;

PSTIR1 : TIR1 of Prunus salicina ;

PTPIN1 : PIN1 of Populus tremula ;

P-value : Probability value ou seuil de signification ;
QL : Solution nutritive Quoirin et Lepoivre ;

QPCR : PCR quantitative ou PCR en temps réel ;



Liste des abréviations

RBA : Réserve de Biospheére d’Arganeraie ou Argan Biosphere Reserve (ABR) ;
RCPIN1 : PIN1 of Rosa canina ;

RHPIN1 : PIN1 of Rosa hybrida ;

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire ;

RRD1 : Root Redifferentiation 1 ;

SCR : Scarecrow-like ;

SEM : Standard Error of the Mean ;

SIG : Systeme d’Information Géographique ;

SIPAM : Systéme Ingénieux du Patrimoine Agricole Mondial ;
SLPIN4 : PIN4 of Solanum lycopersicum ;

SNV : Déviation Normale Standardisee ;

SUR1 : Superroot 1 ;

Ta : Annealing Temperature ou Température d'Hybridation ;
TAM : Tryptamine ;

TIR : Transport Inhibitor Response ;

Tm : Melting Temperature (Température de Fusion) ;

TRA : Tryptamine ;

UCFA : Unions des Coopératives des Femmes pour la production et la commercialisation de

I’huile d’Argane ;

UF : Unités Fourrageres ;

VVABPL1 : ABP1 of Vitis vinifera ;

WAT : Walls Are Thin 1;

WPM : Solution nutritive Woody Plant Medium ;
YUCL: Yuccal,

ZMABP1 : ABP1 of Zea mays.



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 1. Classification botanique de [’ arganier ..................cccouuvuevceiveiiresiesiesieesssiesiaeseeans 7
Tableau 2. Valeurs en nombre d’ondes, fréquences et intensités observées pour divers modes
de vibration en SpectroSCOPIe INFrArOUGE. ..........ciiiiiieeiec e 37

Tableau 3. Calcul de la température de fusion des amorces avec [’équation de Wallace ...... 99

Tableau 4. Coordonnées géographiques de quatre clones étudies. ..........cccccevvveveiiervernene 112
Tableau 5. Composition granulométrique du substrat etudié. ............ccoevvvvieiiveie e ineeene 114
Tableau 6. Teneur du substrat en €léments MAJEUTS. ..........cooeireieirineiese e, 115

Tableau 7. Acidité, conductivité électrique, teneur en calcaire actif et teneur en matiére
organiques du Sable BLUIG. ...........cce i s 117
Tableau 8. Acidite, rétention en eau, conductivité électrique, matiere séche et matiere
organique de 1a tourbe ULITISEE. ..o e 117
Tableau 9. Concentrations en macroéléments et microéléments des quatre solutions nutritives
S (0o [T SO PR PRSP 123
Tableau 10. Analyse de la variance des effets du clone, du type d’auxine, de la concentration
d’auxineet de leurs interactions sur le nombre de pousses et de la longueur des pousses des
boutures semi-ligneuses de [’ arganier ... 141
Tableau 11. Analyse de la variance des effets du clone, du type d’auxine, de la concentration
d’auxineet de leurs interactions sur le nombre de racines et la longueur des racines des
DOULUIES SEMI-/i@Neuses d Arganier ............cc.cooiiiiieiiieii it 145
Tableau 12. Analyse de la variance des effets du clone, du type d’auxine, de la concentration
d’auxineet de leurs interactions sur le taux de déebourrement, taux d’enracinement et le taux de
reussite des boutures semi-ligNeUSES de [’arganier ............ccccucuvevevceneneiiesesiese s, 148
Tableau 13. Analyse de la variance des effets de la solution nutritive, du type de bouture, de la
position de prélévement de boutures et de leurs interactions sur le nombre de nombre et la
longueur des pousses des boutures de |’ argamier ................ccccocceuviiiieiiiiiieniiiieese s 154
Tableau 14. Analyse de la variance des effets de la solution nutritive, du type de bouture, de la
position de prélevement de boutures et de leurs interactions sur le nombre de racines et de la
longueur des racines des boutures de ['arganier .................cccccoooeiviiiieniiiiieie e 158
Tableau 15. Analyse de la variance des effets de la solution nutritive, du type de bouture, de la
position de prélévement de boutures et de leurs interactions sur le taux de débourrement, taux
d’enracinement et le taux de réussite des boutures de 1’arganier ..............c.cccocoevivcinineninn. 162
Tableau 16. Régression linéaire simple entre le diametre des boutures et le nombre de pousses

ou de la longueur de pousses des boutures semi-ligneuses de I'arganier ..............c..c.coc...... 167



Liste des tableaux

Tableau 17. Analyse de la variance des effets du type de substrat, du diamétre des boutures et
du nombre de feuilles et de leurs interactions sur le nombre de pousses et de la longueur des
pousses des boutures semi-ligneuses de [’ arganier ...............ccocuvcuivenieiieiieesiesieseesesee s 170
Tableau 18. Analyse de la variance des effets du type de substrat, du diamétre des boutures et
du nombre de feuilles et de leurs interactions sur le nombre de racines et la longueur des
racines des boutures de [’ ArgANIEr...............c.cccouvuiiiiiiiiiiiiii e 174
Tableau 19. Analyse de la variance des effets du type de substrat, du diamétre des boutures et
du nombre de feuilles et de leurs interactions sur le taux de débourrement, taux d’enracinement
et le taux de réussite des boutures de [’arganier ..............cccccoccuvviiiiiiiiiiiiiiie s 177
Tableau 20. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens PINL. ........cccocvovviieniiin e 181
Tableau 21. Amorces sens et antisens du géne PIN4 choisies a partir de |’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3. ...........ccccveeeeee. 183
Tableau 22. Critéres de sélection des amorces sens et antisens du géne PIN1 sur les
programmes VEctor NTI et PrImer 3. ..o 183
Tableau 23. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne PINI.................. 184
Tableau 24. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens PINA. ........cccocvevviiieniiiniiene e 184
Tableau 25. Amorces sens et antisens du géne PIN4 choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3. ..........ccccoveeeee. 187
Tableau 26. Critéres de sélection des amorces sens et antisens du gene PIN4 sur les
programmes VEctor NTI et Primer 3. .. .o 187
Tableau 27. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne PIN4.................. 188
Tableau 28. Liste des genes sélectionnés en fonction des especes et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens PINT. .......ccccccvovviiieie s 189
Tableau 29. Amorces sens et antisens du géne PIN7 choisies a partir de I’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3. ..........ccccevvenee. 190
Tableau 30. Critéres de sélection des amorces sens et antisens du gene PIN7 sur les
programmes VeCtor NTI €t PriImEr 3.......oo oot 191
Tableau 31. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne PIN7 .................. 191
Tableau 32. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisenNs AUXL. ......ccovviiriiereiiieseenesee e 192
Tableau 33. Amorces sens et antisens du géne AUXI choisies a partir de [’alignement multiple

des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3. ..........cccccveeene. 194



Liste des tableaux

Tableau 34. Criteres de sélection des amorces sens et antisens du gene AUX1 sur les
programmes VEector NTI et PrImer 3. .. .o 195
Tableau 35. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du gene AUXI ............... 196
Tableau 36. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens TIRL. ........cccovviveiieie e 196
Tableau 37. Amorces sens et antisens du gene TIRI choisies a partir de l’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3. ..........cccccevennne. 198
Tableau 38. Criteres de sélection des amorces sens et antisens du gene TIR1 sur les
programmes Vector NTI et PHIMEr 3.......cvi oo 198
Tableau 39. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne TIRI .................. 199
Tableau 40. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens ABPL...........cccccoviveve v 200
Tableau 41. Amorces sens et antisens du géene ABP1 choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3. ..........ccccocvvenee. 202
Tableau 42. Critéres de sélection des amorces sens et antisens du géne ABP1 sur les
programmes Vector NTI et PFIMEr 3.......covi oot 203

Tableau 43. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne ABPI ................. 203



Liste des figures

Liste des figures

Figure 1. Répartition géographique des peuplements de [’arganier au Maroc......................... 8
Figure 2. Différentes aires bioclimatiques de I'arganier .............c.ccocoiriininiencinieneee, 10
Figure 3. Différenciation morphologique des rameaux d’arganier .................ccccuvueevvavnnnn, 12
Figure 4. Caractéres botaniques de I'arganier ..........ccccoceieiieiiiie s 15
Figure 5. Cycle phénologique de I'arganier ... 16
Figure 6. Portion du spectre électromagnétique présentant un intérét pour les applications
ANAIYEIGUES ...ttt ettt e e st e te et e s ae e eeen e e Re e be e ene e teennenreere e 29
Figure 7. Domaines spectraux du rayonnement électromagnetique .........c.ccoevvevvereeresiinnnnn, 30
Figure 8. Nature et propagation d’'une onde électromagnétiqUe ..............cccoovrveneriieienennnns 31
Figure 9. Spectres électromagnétiques et les différentes transitions électroniques................ 32
Figure 10. Modéle d'oscillateur harmonique d 'une molécule diatomique.............................. 34

Figure 11. Modes de vibration d’élongation et de déformation du groupement CH2 des
MOIECUIES POIYALOMIGUES........eovieeiieieiteieteet ettt 35
Figure 12. Principe de la spectroscopie IRTF selon le diagramme schématique de

I'interferometre de MIChEISON .........ooiiiiiii i 38
Figure 13. Mode de la réflexion totale atténuée (ATR) de la spectroscopie IRTF.................. 39
Figure 14. Techniques de multiplication végétative a faible COUt............cooviiireiiiiiicn, 48
Figure 15. Types de boutures de rameaux feUill&s ...........coooiriiiiiiiiee e, 51
Figure 16. Structure de la racine et difféerentes zones du systeme racinaire............c...ccccoe.... 59
Figure 17. Structure primaire d'UNE FACINE .........ccecveiieie e 60
Figure 18. Structure secondaire d'UNE FACINE .........cc.cceeiueiieieerie e see e re e sneas 61
Figure 19. Etapes de la formation de la racine latérale ou secondaire............ccccoovvevrerennne. 62
Figure 20. Transport latéral dans [8S FaCINES .........cccoereiiiiiieiee e 64
Figure 21. Transport axial de la seve brute dans la plante............c.ccoeevviviiiieccc i, 65
Figure 22. Structure chimique des principales auxines naturelles ...........c.ccccovveveieeieeiennnn, 78
Figure 23. Structure chimique des prinCipales auXINeS ...........ccocuvvririeienene s 79

Figure 24. Mécanisme de I’augmentation de la pression de turgescence et la plasticité de la
paroi cytoplasmique sous [’effet de ['AUXINE ..........c.coviviiiiiiiiieiieeeeee s 80
Figure 25. Action de [’auxine sur la croissance cellul@ire.............cccocovveiviiieiiiniesinnieaninn, 81
Figure 26. Homéostasie de l'auxine avec diverses voies métaboliques : la biosynthese, la
conjugaison, le transport, la compartimentation et la dégradation .............ccoccevevevveieieenenn, 84
Figure 27. Diverses voies d’homéostasie de ['auxine dans 1€S DOULUIeS. ............ccoovvevininnnnns 85

Figure 28. Biosynthése d’AIA par voie dépendante et indépendante du tryptophane............. 86


file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049274
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049275
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049276
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049277
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049278
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049279
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049279
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049280
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049281
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049282
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049283
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049284
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049284
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049285
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049285
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049286
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049287
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049288
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049289
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049293
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049294
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049295
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049296
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049298
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049299
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049299
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049300
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049301

Liste des figures

Figure 29. Voies de conjugaisons et de degradations de I’AIA..........cccccuevevvveveciesieesieainnnnn, 87
Figure 30. Modele du transport polaire de FALA ..o 89
Figure 31. Transport et stockage de [’auxine entre les différents compartiments cellulaires
assures par PINS, PIN8 QU €S PILS ........coo oottt 90
Figure 32. Voies de signalisation de I’AIA régulées par TIRI et ABPI dans la cellule ......... 91
Figure 33. Localisation des transporteurs d’influx d’auxine AUXI dans les cellules ............ 93

Figure 34. Localisation subcellulaire et niveau d’expression des protéines de transport de
["auxine PINs au niveau de 1a FACINE ...........ccueieeiieiieeie e e sie s ste et eae e ste e sneenne e 94
Figure 35. Processus de croissance cellulaire par ABPL .........cccooiieiiiie i, 95
Figure 36. Effet de ['auxine sur [’expression des genes et [’activation du cycle cellulaire a
travers la destruction des protéines Aux / IAA par le complexe SCF contenant les protéines du
0 T=T L= I 1 USSR 96
Figure 37. Homologie intra-amorce (épingles @ CheVEUX)........cccvevveieieeie i, 100
Figure 38. Extrémité 5 ' de I'amorce sens et antisens fixée a I'extrémité 3' du brin d'ADN cible
au niveau de la fourche de répliCation...........cccooeiiiiieiiie e 101
Figure 39. Origines géographiques des échantillons de feuilles et graines d’arganier ....... 103
Figure 40. Localisation géographique de la forét d’Admine .............cccccvvcviciiciiiiniiniennnnnnnn, 104
Figure 41. Localisation géographique de I'Arboretum forestier d'Oued Cherrat................. 104

Figure 42. Différents aspects des feuilles de quelques clones d’arganier de la forét d’Admine

................................................................................................................................................ 105
Figure 43. Différentes formes de graines d’arganier de quelques clones............................. 106
Figure 44. Différents aspects des fruits (baies ou fausses drupes) d’arganier ..................... 106

Figure 45. Préparation des échantillons de feuilles pour [’analyse par spectroscopie moyen
infrarouge par transformeée de FOUFIEN ..........cvoviiiiii e 109
Figure 46. Préparation des échantillons de graines pour [’analyse par spectroscopie moyen
infrarouge par transformeée de FOUFIET ..........co i 110
Figure 47. Caractéristiques morphologiques (feuilles et fruits) des quatre clones d’arganier
étudiés de I'Arboretum forestier d'Oued Cherrat..........ccovviieieiiiieieee e 111

Figure 48. Serre expérimentale de I'unité de biotechnologie du Centre Régional de Recherche

Agronomique (CRRA) de Rabat, INRA-MAIOC .........cccueiiiiiieiiieiie e 112
Figure 49. Analyse des caractéristiques physiques et chimiques du substrat étudié ............ 118
Figure 50. Pots de polystyrene de 1000 cm3 préalablement désinfectés et étiquetés........... 119
Figure 51. Boutures semi-/igneuses d’arganier ..............ccocuouvuiieiioeneienesene e, 120

Figure 52. Dispositif en Bloc Aléatoire Complet (DBAC) ......c.ccoveiviieiieiecc e, 121


file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049302
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049304
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049304
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049305
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049307
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049307
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049308
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049309
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049309
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049309
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049310
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049311
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049311
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049312
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049315
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049315
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049316
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049318
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049318
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049319
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049319
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049320
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049320
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049321
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049321
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049322

Liste des figures

Figure 53. Dispositif en Bloc Aléatoire Complet (DBAC) des boutures semi-ligneuses
d’arganier installées dans un substrat de tourbe a une température de 32 +2 °C ............... 125
Figure 54. Coefficient de variation des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des graines de [’arganier de la forét d'Admine
et de I'arboretum d'OUEd ChErTaL ..........oci e s 129
Figure 55. Variance expliquée par les spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des graines d’arganier en fonction des
COMPOSANTES PrINCIPAIES ......vevieieeie et e et e e e e sreesreeneeanes 130
Figure 56. Carte factorielle de I’ACP des données spectrales moyen infrarouge par
transformée de Fourier (IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) obtenus sur des graines
de l'arganier de la forét d'Admine et de I'arboretum d'Oued Cherrat ...........ccccevvvvvivenenne 131
Figure 57. Vecteurs propres des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF)
de type réflexion totale atténuée (ATR) de [’axe 1 de I’ACP des graines de l’arganier de la forét
d'Admine et de I'arboretum d'Oued Cherrat..........cccooiieieiiiiiee e 131
Figure 58. Coefficient de variation des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles d’arganier de la forét d'Admine et
de I'arboretum d'OUEd ChEITAL .........coiii e 133
Figure 59. Variance expliquée des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type reéflexion totale atténuée (ATR) des feuilles en fonction des composantes
PEINCIPAIES ...ttt e st e b e et e e re e e beebeeneesbeeteeasesbeeaeaneesneas 133
Figure 60. Carte factorielle de I’ACP des données spectrales moyen infrarouge par
transformée de Fourier (IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) obtenues sur des feuilles
de ’arganier de la forét d'Admine et de I'Arboretum d'Oued Cherrat............ccccccuevvunenne.. 134
Figure 61. Vecteurs propres des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF)
de type réflexion totale atténuée (ATR) de I’axe 1 de I’ACP des feuilles de ['arganier de la forét
d'Admine et de I'arboretum d'Oued Cherrat...........ocooiieriiiiiiee e 135
Figure 62. Effets du génotype (ASOCI1, ASOC2, ASOC3 et ASOC4), du type d’auxine (AIA,
ANA et AIB) et de la concentration d’auxine (0, 1000, 3000, 5000 mg.I'*) sur le nombre de
pousses et la longueur de pousses des boutures de 1’arganier ...............ccccooeeevciniciiniennn, 140
Figure 63. Effets du type d’auxine et de la concentration d’auxine sur la multiplication par
bouturage de ['ArGANIEY .............c..cccuuiiiiii i 143
Figure 64. Effets du génotype (ASOCI1, ASOC2, ASOC3 et ASOC4), du type d’auxine (AIA,
ANA et AIB) et de la concentration d’auxine (0, 1000, 3000, 5000 mg.I) sur le nombre de

racines et la longueur de racines des boutures d'arganier...........ccccccvevveeieeiieeiee e esee s 144


file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049327
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049327
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049327
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049328
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049328
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049328
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049329
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049329
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049329
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049330
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049330
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049330
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049331
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049331
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049331
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049332
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049332
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049332
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049334
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049334
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049334

Liste des figures

Figure 65. Effets du génotype (ASOCI, ASOC2, ASOC3 et ASOC4), du type d’auxine (AIA,
ANA et AIB), de la concentration d’auxine (0, 1000, 3000, 5000 mg.I’Y) sur le taux de
débourrement, taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures d'arganier ............. 147
Figure 66. Effets de la solution nutritive (Hoagland et Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL),
Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium (WPM)), du type de bouture (herbacées,
semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de prélevement de boutures (apicale, médiane et
basale) sur le nombre de pousses et la longueur de pousses des boutures de [’arganier ..... 153
Figure 67. Effets de la solution nutrizive sur la multiplication par bouturage de l’arganier
(Argania spin0Sa (L.) SKEEIS) .......ccuiiieiicece e 156
Figure 68. Effets de la solution nutritive (Hoagland et Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL),
Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium (WPM)), du type de bouture (herbacées,
semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de prélévement de boutures (apicale, médiane et
basale) sur le nombre de racines et de la longueur de racines des boutures de I’arganier .. 157
Figure 69. Effets de la solution nutritive (Hoagland et Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL),
Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium (WPM)), du type de bouture (herbaceées,
semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de prélévement de boutures (apicale, médiane et
basale) sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures
(0 lF= T {0 F=V o T TP P TR PRT PR OPPPP 161
Figure 70. Effets du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin / tourbe), du diamétre des
boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du nombre de feuilles (sans feuilles ; 2 ; 4
et 8 feuilles) sur le nombre de pousses et de la longueur des pousses des boutures semi-ligneuses
AE D'AFVGANIEN ...ttt 169
Figure 71. Effets du type de substrat sur la multiplication par bouturage de [’arganier ..... 172
Figure 72. Effets du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin/tourbe), du diametre des
boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et
8 feuilles) sur le nombre de racines et la longueur des racines des boutures d’arganier ..... 173
Figure 73. Effets du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin/tourbe), du diametre des
boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et
8 feuilles) sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite des
DOUtUres de [’ AFGANIET .............c..ccuicuiiiiiiiii e 176
Figure 74. Amorces oligonucléotidiques des principaux genes étudiés intervenants dans
[’homéostasie de | ‘auxine (PIN1, PIN4, PIN7, AUXI, ABPI et TIRI) ........ccccoeovvvicuueninnnns 204


file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049339
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049339
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049339
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049339
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049340
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049340
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049341
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049341
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049341
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049341
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049342
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049342
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049342
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049342
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049342
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049343
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049343
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049343
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049343
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049344
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049345
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049345
file:///C:/Users/pc/Desktop/Benbya%20Thèse%20-%20Document%20complet%20(24%20-%2010%20-%202021).docx%23_Toc86049345

Sommaire

Table des matieres

INEFOAUCTION ...ttt b bbbt et e s neeneas 1
Premiére partie : Revue bibliographiqUe..........ccccoveiiiiiiieii e 5
L. Généralités sur Pargamier ...............ccccocoviiiiiiiiii s 6
0O o 113 (o] T [T USSR 6
1.2, SYSTEMALIGUE ...c.veeiieeic ettt te e e re et e e e s e reennennes 6
1.3. Aires DIOgEOgrapNIQUES........cccueiieiiiiece et ens 7
0 ol ] (oo =TSR 9
1.4.1. EXIgENCES CHMALIQUES......eeveieieiteeie ettt ettt sae e 9
1.4.2. EXIgENCES BAaPNIQUES ......eeveeieiiieiie ettt st 10

L.5. Morphologie et phénologie de ’arganier ...................ccoooiiiiiiiini s 11
1.5.1. ASPECE €L NAULBUL.......eceiiiiiciece e 11
L.5.2. THONC .ttt ettt e sab e b be e et e 11
1.5.3. BranChes et FAMEBAUX ........ceieeieiieriieiesieeseeieseesieeiesree e e e sseesreessesneesseeeesneesseas 12
1.5.4. Feuilles et FOlTation .........ccooieiiiieiiee e 12
1.5.5. Racines et MYCOrNIZAtION .........ccviiiiiieieieie e 13
1.5.6. FIEUIS €t FIOrQISON ......cviiiieieeie et 14
1.5.7. Fruits et fruCtifiCation .........cccceiieiiie e 15

1.6. Importance et roles de I’arganier...............ccoooeviiiiiniiiicc e 16
1.6.1. ROIES ENVIFONNEMENTAUX ... .eeueeieieirerieeieesieesieseeseeeseeeseesseeeesseesseesseaneesseesseaneessens 16
1.6.2. ROIES 0rganiSationnElS ..........cccooiiiiiiiiiie e 18
1.6.3. ROIES BCONOMIGUES .....onveiiiiieieieete sttt 19
1.6.4. ROIES SOCIO-CUITUIEIS ... e 22

1.7. Dégradation de I’arganeraie................c.cocccoiiiiiiiiiiii 23
1.8. Conservation des ressources génétiques et restauration de I’arganeraie............ 24

1.9. Domestication, amélioration variétale et multiplication végétative de I'arganier

1.10. Promotion et valorisation de la filiére d’arganier ................c...cccooeiiiiiiiennnn, 26

II. Détermination et caractérisation des feuilles et graines d’arganier selon 1’origine

(o [=oTo = o] a1 o [V IS RSP OSRRPPRPI 27
ST o 1T 1 o FS{ot o] o] 1< PSPPSR 28
I1.1.1. Principe et techniques de 1a SPECtrOSCOPIE......cuveivieiieiieeieecie e 29

11.1.2. Applications de 1a SPECLIOSCOPIE .....ccuvieiieiiieiee e 33



Sommaire

11.2. SPECtroSCOPIE INTIrAFOUQJE. ......ecveieiecieeie e 33
11.2.1. Principe et techniques de la spectroscopie infrarouge............cccceevevveieereiinennnn 33
11.2.2. Types de SpectroSCopie iNFrarOUQE ........ccveveiieieeie e 36
11.2.3. Spectroscopie MOYEN INFTArOUQE .......ccveiveeieiie e 36
11.2.4. Spectroscopie infrarouge a transformée de FOUNIer.........ccovevvevviiieiieece s, 38
11.2.5. Réflectance totale attNUEE ..........cccvvieieiiiie e 39

1.3, ChIMIOMBLIIE ... .ot bbbt 40
11.3.1. Prétraitements appliqUES aUX SPECIIES .......ccveieeiieerieiieseee e e 40
11.3.2. Méthodes exploratoires : Analyse en Composantes Principales .............cc.c....... 41

11.4. Avantages et inconvénients de la spectroscopie infrarouge.............ccccoeevevveennen, 42
11.4.1. Avantages de la SpectroSCopie IRTF ... 42
11.4.2. Inconvénients de la Spectroscopie IRTF.........cooeieiiiniineneeee e 43

I1I. Techniques de restauration de I’arganier...............c.cccccooviiiiniiinc s 43

I11.1. Multiplication de ’arganier par voie sexuée et asexuée ..................cccocereveennnnn. 44
[11.1.1. Multiplication par VOie SEXUEE OU SEIMIS ........ecueirririeririnierieesiesiesieesiesieeenennes 44
[11.1.2. Multiplication VEQEtative OU 8SEXUEE .........ccereieirerieeeienieeee e 46

I11.2. Mécanisme d’enracinement des boutures chez les ligneux................................ o7
[11.2.1. ASPect MOrPNOIOGIGUE .......ccueiiiiiiiieiieie e 57
111.2.2. Aspect anatomique des FACINES ..........cverirrierieriirieneseeee e 59
111.2.3. Aspect physiologique des FaCINES .........ccceceiererirerieieiee e 61

111.3. Facteurs influencant la rhizogenese et la réussite du bouturage ...................... 66
111.3.1. Facteurs endogenes OU INEFINSEQUES .........cverreerreerierieireeie e sreeresee e eseesneesaes 67
111.3.2. Facteurs eXogenes OU EXIIINSEOUES ......ccveveieeiieeieieeireesie e sre e sreeseesae e snes 73

IV. Identification des principaux genes impliqués dans la formation des racines et
conception in silico d’amorces oligonucléotidiques ..................ccoeoiiiiiiiiiiiiiiice, 84

VI.1. Homéostasie et métabolisme de I’auxine dans la plante ..........................ccoe 84
IV.1.1. Biosynthe€se de I"aUXINe ..........cccoviiiiiiiiiiiiiie i 85
IV.1.2. Conjugaison de I"aUXINe..........ccoriiiiiiiiiiiiiie i 86
IV.1.3. Transport de IPAUXINE .......ccccveiiiiiiiiiiieiice e 87
IV.1.4. Compartimentation et stockage de ’auxine...........coccevvveiiiieiiiiiiniiiicsiseenn 90
IV.1.5. Perception et signalisation de "auxine............cooeviriiiiiiiininiiiiineseesecn 90

1V.2. Familles de génes intervenant dans ’homéostasie de ’auxine et la rhizogenése
AUAVENTIVE ... 92

IV.2.1. Familles intervenant dans le transport d’auXine ..........cccccvvveeiiiiinienniienininennnns 92

IV.2.2. Famille intervenant dans la perception et la signalisation de I’auxine.............. 95



Sommaire

IVV.3. Conception des amorces oligonucléotidiques............cccovveriiiiiieie e, 97
IV.3.1. ChOIX UBS @IMOICES ....cuvivviiiitiitisiesieeieeie ettt sttt enes 97
1V.3.2. CONCEPLION UES @MOICES. .. .cuveiveeieeriesieeiteeieseesteeee e e e e e e e s e e saeaneenreas 97
IV.3.3. SEIECLION JES AMOICTES ..ottt bbb 98

Deuxieme partie : Matériel et MEthOdES ........c.occveiveiiiicec e 102

I. Détermination et caractérisation par spectroscopie moyen infrarouge a transformée
de fourier couplée a la chimiométrie de la composition biochimique des feuilles et

graines d’arganier selon I’origine géographique. ..................ccccocvviiiiii i, 103
I.1. Choix du matériel végétal et préparation des échantillons..............cccccccevvennne. 103
1.1.1. Choix du matériel VEgEtal ............ccovveiiii e 103
1.1.2. Préparation des échantillons............ccccecveiiicii s 107

L.2. Méthodes d’analySe ..............cccoiiuiiiiiiiiiiii e 108
1.2.1. ACQUISITION dES SPECIIES......viiueeiiceeiteete ettt 108
1.2.2. ANAlYSES dES UONNEES .....oecvveieeeie ettt sre s 108

Il. Multiplication végétative de I’arganier par bouturage semi-ligneux .................... 111
11.1. Choix du matériel VEQEtal..............ccooeiiiiiiie e 111
11.2. Prélevement et conditionnement des bOUTUFES.........ccovveiiienieienesceeeiee, 112
I1.3. Sites d’expérimentation et conditions d’€SSal.............cccccerivervrieniieniisin e 112
00 U 01 1 | USSR 113
B O] 1 (=] T £ SRR 119
11.3.3. Trrigation et fertiliSatioN ............coooviiiieieece s 119
11.3.4. Désinfection, suivi et protection phytosanitaire ...........c.ccocovevriiiennineneene, 119
11.4. Préparation des boutures, traitements et dispositif expérimental ................... 120

I1.4.1. Mise en place d’un dispositif expérimental pour 1’étude de 1’effet des différents
types d'auxines et du clone sur le débourrement et I'enracinement des boutures de
PATZANIET ...t 120

I1.4.2. Mise en place d’un dispositif expérimental pour 1’étude de 1’effet de la solution
nutritive, du type de bouture et de la position de prélevement de boutures le long de tiges
de pieds meres sur I'enracinement des boutures de 1’arganier ...........cccooeeevrverienennn. 122

I1.4.3. Mise en place d’un dispositif expérimental pour I’étude de I’effet du type de
substrat, du diametre des boutures et du nombre de feuilles sur la multiplication par

bouturage de IParganier........c.cuvuiiiiiiiiiiie e 124
11.5. Observations et réalisation deS MESUFES ........ccccvvreiieeerierieiene e e, 125
11.6. ANAlYSES AES HONNEES ......ccuveivieiecie ettt re e 125

I11. Identification des principaux géenes impliqués dans la formation des racines et
conception in silico d’amorces oligonucléotidiques ..................cccooevviiiiiiiiiiicc 126



Sommaire

I11.1. Recherche in silico des genes sur les banques de séquences nucléiques......... 126
H1.2. AlIgNement de SEQUENCES .........ecveirieiieiieiieesie e see st ste e e e sae e e eneanes 126
111.3. Sélection et analyse des amorces oligonucléotidiques .........ccccoevveveiierieenenne. 126
111.3.1. Outils bio-informatiques ULITISES ..........cceiveiiiiiiecce e 126
111.3.2. Parametres de sélection des amorces oligonucléotidiques...........ccccvvevvennne. 126
111.3.3. Synthése des oligo-nucléotides dgENErES .........cccevvevevieereciieseece e 127
Troisieme partie : Résultats et diSCUSSION .........c.ccuviiieiieriiieseee e 128

I. Détermination et caractérisation par spectroscopie moyen infrarouge a transformée
de Fourier couplée a la chimiométrie de la composition biochimique des feuilles et

graines d’arganier selon I’origine géographique. ..................ccccoceviiiii i, 129
L RESUITALS ...t 129
I.1.1. Analyse des spectres MIR-ATR par transformée de Fourier (IRTF) des graines de
PATANIET ...ttt r e nnee s 129
1.1.2. Analyse des spectres MIR-ATR par transformée de Fourier (IRTF) des feuilles de
PATANIET ...ttt r e nnee s 132

1.2, DISCUSSION ...ttt bbbt bbbt 132
I1. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur la multiplication
par bouturage de Parganier................cccooiiiiiiiiiiiie e 139
TEL RESUITALS. ...t 139
I1.1.1. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur le nombre et

12 1ONQUEUT TS POUSSES ...ttt bbbttt 139
I1.1.2. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur le nombre et

12 1ONQUEUT 0ES TACINES ...ttt 142
I1.1.3. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur le nombre et

12 1ONQUEUT TS POUSSES ...ttt bbbttt 145

1.2, DISCUSSION ..ttt bbbttt bbbt 149
I11. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de préléevement
de boutures sur la multiplication par bouturage de ’arganier...................c...cccocoe 152
THEL RESUITALS ..o 152
I11..1.1. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prélévement

de boutures sur le nombre et la loNQUEUr JES POUSSES.........ecvrieierierieriesie s 152

I11.1.2. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prelevement
de boutures sur le nombre et la longueur des raCinesS..........ccevvvereneneneneseseeeees 155

I11.1.3. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prelevement
de boutures sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite du
DOULUFAGE. ..ot b e bbbt 159

FEL. 2. DISCUSSION .eeeeeeeeteeeeee et ettt et et et et et et e eeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeeeeereeeeeenesenneenees 163



Sommaire

IV. Effets du type de substrat, du diamétre des boutures et du nombre de feuilles sur la
multiplication par bouturage de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels).................. 167

IV . L RASUILALS ..ottt e e et e e e e e e e e e 167

IV.1.1. Effets du type de substrat, du diametre des boutures et du nombre de feuilles sur
le nombre et 1a |oNQUEUN AES POUSSES .......ccuviuieiieieieiierie e 167

IV.1.2. Effets du type de substrat, du diamétre des boutures et du nombre de feuilles sur
le nombre et 1a loNQUEUT dES FACINES .........eiieriiiieciieie e 171

IV.1.3. Effets du type de substrat, du diamétre des boutures et du nombre de feuilles sur
le pourcentage de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite du

bOULUTAZE d’ATZANIET ...ovviiiiiieiicieeiee e 175

IV 2. DISCUSSION ...ttt 178

V. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques de six principaux génes impliqués
dans 1a formation deS FACINES ..........cccerieiiireieeie e 181
VL RESUITALS ... e 181
V.1.1. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne PINT................. 181
V.1.2. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne PIN4................. 184
V.1.3. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne PIN7................. 188
V.1.4. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne AUXI .............. 192
V.1.5. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne TIRI ................. 196
V.1.6. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne ABP1 ............... 199
V.1.7. Modalités d’acquisition des amorces oligonucléotidiques............c.ccvvvvernrnne. 204

V.2, DISCUSSTON ...ttt 204
CONCIUSTON ...t 208
PO SPECTIVES ...ttt ettt ettt ettt et e et et e ra e be et e araeare e e nreente e 212

Références bibliographiqUES ...........covoiiiiiiiee e 214



Introduction



Introduction

L’arganier (Argania spinosa (L). Skeels) est I'unique espece du genre Argania et la seule espéce
représentant la famille subtropicale des Sapotaceac au Maroc et dans 1’Afrique du Nord
(Emberger, 1925 ; Ehrig, 1974 ; Mabberley, 2008). L'arganier est une espéce providentielle
endéemique du Maroc qui constitue la deuxiéme essence forestiére du pays apres le chéne vert
(Quercus ilex L.). D’aprés Boudy, 1950, la superficie de I’arganier était de 700 000 hectares.
Celle-ci a connu une augmentation progressive atteignant 828 000 hectares en 1998 et 870 000
hectares en 2007 (M’Hirit et al., 1998 ; Kenny et Zborowski, 2007). Cependant, actuellement
cette superficie a montré une légere baisse occupant 800 000 hectares (Msanda et al., 2021).
L'aire de distribution naturelle de cette espece est caractérisée par une grande plasticité : elle
regroupe une mosaique de paysages, du littoral océanique aux plaines de la vallée du Souss et
des montagnes de I’ Anti-Atlas et du Haut-Atlas (Morton et Voss, 1987 ; M’Hirit et al., 1998).
La biosphére naturelle de 1’arganeraie (2,560,000 ha ; latitude entre 29 °N et 32 °N) est un
écosystéeme résilient et complexe, d'une tres grande biodiversité (1440 taxons de plantes et 140
espéces endémiques), qui évolue naturellement. L’originalité de cet écosystéme est due a la
présence d’une flore thermophile adaptée a un climat aride avec plusieurs espéces endémiques
telles que I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels), le gommier du Maroc (Acacia gummifera
Willd), les oliviers (Olea europaea L. subsp. maroccana (Greuter & Burdet) P. Vargas & al.)
(Médail et Quézel, 1999 ; Médail et al., 2001 ; Msanda et al., 2021). L’arganier s'étend entre
les embouchures de la vallée du Tensift au nord jusqu’a la vallée du Draa au sud et dans la
plaine du Souss ainsi que sur le versant sud des montagnes du Haut Atlas occidental et sur les
versants nord et sud des montagnes de I'Anti-Atlas occidental a des altitudes comprises entre
1300 et 1500 m (Bouzoubad et El Mousadik, 2003). C’est une essence épineuse, thermophile
et xérophile a feuilles persistantes qui a la capacité de survivre dans des conditions tres séches
a des températures trés chaudes allant jusqu’a 50 °C et de faibles niveaux de précipitations entre
150 et 400 mm/an (Ehrig, 1974 ; Morton et VVoss, 1987 ; Alba-Sanchez et al., 2015 ; Choukr-
Allah et al., 2017). La forét d’arganier est un levier du développement durable de I’écosystéme
semi-aride et aride du Sud-Ouest marocain dans ses trois dimensions : économique, sociale et
environnementale. En effet, ’arganier est I'exemple parfait de I'arbre & multi-usages. Il assure
I’autonomie économique et la subsistance de 3 millions de personnes des communautés locales
autochtones dont 2.2 millions en milieu rural, en particulier des femmes et contribue, par
conséquent, a la lutte contre I'exode massif de millions de ruraux. Les différentes productions
de I'arganeraie fournissent plus de 11 millions de journées de travail et générent environ 12 000
emplois. Il constitue également un pilier fondamental de la préservation de 1’équilibre

écologique et de la conservation de la biodiversité ainsi que de I'atténuation et de I'adaptation
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aux changements climatiques (Charrouf et Guillaume, 2009 ; Perry, 2020 ; Sinsin et al., 2020).
L’arganeraie agit comme une ceinture verte contre la désertification, protege le sol contre
I'érosion, retient I'numidité édaphique, restaure la fertilité du sol et offre un microclimat tres
favorable pour la culture intercalaire grace a son systéme racinaire tres développé en profondeur
(M'hirit et al., 1998 ; Marzen et al., 2020 ; Msanda et al., 2021). Pendant des siécles, la forét
naturelle d'arganiers a combiné un systéme agro-sylvo-pastoral ingénieux et un patrimoine culturel
précieux fortement présents dans la mémoire collective des populations du Sud-Ouest marocain.
C'est pour cette raison qu'elle a eté reconnue en 1998 comme « Réserve de Biosphere (RBA) » et
classée au patrimoine mondial de I'Organisation des Nations unies pour I'éducation, la science et la
culture (UNESCO) par le programme sur I’Homme et la biosphére (MAB) (Msanda et al., 2005).
Les savoir-faire (connaissances et compétences) ancestraux et uniques associés a l'arganier ont
également été classés en 2014 comme « patrimoine culturel immatériel de 1’humanité » par le
Comité Intergouvernemental de Sauvegarde du Patrimoine Culturel Immateériel de 'UNESCO. Par
ailleurs, les pratiques agricoles singuliéres et résilientes du systeme agro-sylvo-pastoral fondées
sur I’arganier et mises en place dans la zone d’ Ait Souab-Ait Mansour ont été désignées en 2018
comme « Systeme Ingénieux du Patrimoine Agricole Mondial (SIPAM) » par 1’Organisation
des Nations unies pour I’alimentation et 1’agriculture (FAO). Enfin, pour apprécier a leur juste
valeur cette ressource précieuse et les communautés locales qui la cultivent et 1’exploitent,
I'Assemblée générale de 1’Organisation des Nations Unies (ONU) a proclamé, en 2021, le 10
mai « Journée Internationale de 1’Arganier ». Cependant, malgré la valeur biogéographique et
I’importance socio-économique de cette espece ; sa superficie, sa densité et ses ressources
génétiques ont connu une dégradation et une régression inquiétantes. Par ailleurs, la
régénération naturelle de 1’arganier est pratiquement absente a cause de plusieurs facteurs
d’origine anthropique tels que la pression démographique, la déforestation, I’urbanisation
incontr6lée, mais aussi du fait de I'exploitation intensive des ressources hydriques et édaphiques
par I’agriculture intensive (De Waroux et Lambin, 2012 ; Zhao et al., 2019 ; Sinsin et al., 2020).
En outre, sa culture n’est pas suffisamment développée. Cela est dfi, d’une part, a 1’utilisation
abusive des graines et amandons pour la production d’huile et au surpaturage qui a entravé la
propagation conventionnelle par germination des graines (Nouaim et al., 2002), et d’autre part,
a I’absence d’un itinéraire technique spécifique a cette espéce, en particulier le faible progrés
dans les méthodes de propagation, principalement en raison de la récalcitrance de cette espece
a former des racines adventives (Nouaim et al., 2002). De nos jours, le reboisement de
I’arganeraie s'effectue principalement par graine (multiplication sexuée). Cependant, cette

méthode de multiplication n’est pas adéquate a la domestication et la culture de cette espece car
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I'arganier est une espece allogame qui montre une variabilité génétique extréme au sein de la
population naturelle (Nouaim et al., 2002 ; Msanda, 2005). Par ailleurs, la multiplication par
semis n'assure pas la préservation de certains caracteres génétiques et pourrait également
entrainer la perte des génes favorables des arbres meres (Hartmann et al., 2002). Cependant, de
nombreux pépiniéristes n’utilisent pas les techniques de multiplication végétative (bouturage,
marcottage, greffage et culture in vitro) car l'arganier est une espéce difficile a s’enraciner
(Nouaim et al., 2002). De ce fait, le développement d'une technique alternative et efficace telle
que la multiplication clonale est nécessaire pour la domestication, I'amélioration et la
propagation en masse de genotypes sélectionnés a partir de populations naturelles (Leakey et
al., 1990 ; Hartmann et al., 1997). Les méthodes de multiplication végétative les plus courantes
pour la production a grande échelle des espéces ligneuses sont la micropropagation (culture in
vitro) et la macropropagation (bouturage). En comparaison avec les autres techniques de
multiplication végétative, le bouturage est considéré comme la méthode la plus efficiente et la
moins colteuse (Leakey, 2004). C’est une méthode efficace pour la production uniforme d’un
grand nombre de plantes. La réussite du bouturage dépend de plusieurs facteurs qui influencent
I'efficacité d'enracinement (Hartmann et al., 2002). La formation de racines chez les espéces
ligneuses est un processus complexe qui implique divers changements génotypiques,
biochimiques, physiologiques et histologiques ainsi que des variations dans les conditions de
culture comme les régulateurs de croissance, les solutions nutritives et les substrats depuis
l'induction jusqu’a I'élongation des racines adventives (Hartmann et al., 2002 ; Druege et al.,
2019).

L'objectif général de cette étude est de caractériser la composition chimique des graines et
feuilles d’arganier afin d’analyser les mécanismes de croissance et la physiologie des boutures
semi-ligneuses et d’identifier les génes controlant le transport et I'noméostasie de l'auxine.
Cette étude permettra également de bien comprendre le processus complexe de la rhizogenése
adventive récalcitrante et de mieux appréhender les capacités de la multiplication végétative
qui constitue le maillon le plus faible de I’itinéraire technique de I’arganiculture.

Ainsi, ce mémoire de these comprend trois grandes parties : la premiere partie est consacrée a
I'analyse du potentiel de la spectroscopie moyen infrarouge a transformée de Fourier (MIR-TF)
couplée a la chimiométrie dans la détermination de la composition biochimique des feuilles et
graines d’arganier afin de caractériser rapidement les qualités fourrageres et fruitieres en
fonction des génotypes et de I’origine géographique ; la deuxiéme partie vise a développer et
optimiser un systtme de multiplication végétative de I1’arganier afin d’augmenter

quantitativement et qualitativement la production rapide des plants uniformes et résoudre les
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problemes de régenération par les techniques conventionnelles. A cet égard, nous présenterons
les effets de cing facteurs endogénes (le génotype, le type de boutures, la position des boutures,
le diametre des boutures et la rétention des feuilles) et quatre facteurs exogenes (le type
d’auxine, la concentration d’auxine, la solution nutritive, le substrat) sur le débourrement,
I’enracinement et le taux de réussite du bouturage. Et enfin, la troisiéme partie est dediée a
I’identification par la recherche in silico de six principaux génes intervenant dans 1’influx
(AUX1), ’efflux (PIN1, PIN4 et PIN7), la perception (ABP1 et TIR1) de I’auxine et impliqués
dans la formation des racines et la conception d’amorces oligonucléotidiques a partir de ces
genes pour bien comprendre le mécanisme de 1’enracinement adventif et contribuer aux

programmes de sélection de I’arganier.
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I. Généralités sur I’arganier

I.1. Historique

L'arganier est un arbre providentiel anciennement connu au Maroc. Au fil des siécles, cet arbre
millénaire a toujours suscité l'intérét de plusieurs chercheurs dont le médecin arabo-andalou Ibn
al-Baitar au Xe siecle, le géographe et historien E1 Bekri au Xle, 1’explorateur, géographe,
botaniste et médecin Al Idrissi au Xlle, le diplomate et explorateur Hassan al-Wazzan, dit Léon
I’ Africain au XVle et le botaniste Schousboe au XVIlle. L’arganier est considéré comme une
espece subtropicale marocaine, il a été mentionné en 1219 par Ibn El-Beithar dans son ouvrage
« Traité des simples », puis en 1510 par Jean-Léon L’ Africain dans son ouvrage « Description
de I’ Afrique ». Parmi les ouvrages dédiés spécialement a I’arganier, on peut citer : L'arganier :
une espéce fruitiere-forestiére a usages multiples (M hirit et al., 1998) ; L'arganier au Maroc :
entre mythes et réalités : une civilisation née d'un arbre (Nouaim, 2005) ; Atlas de 1’arganier et

de I’arganeraie (Kenny et Zborowski, 2007).
1.2. Systématique

L’Argania spinosa est 1’appellation qui fait consensus auprés de tous les botanistes qui se sont
intéressés a la classification des Sapotacées. Entre 1737 et 1853, ’arganier a connu cinq autres
appellations scientifiques qui sont citées comme synonymes d’Argania spinosa, entre autres
Sideroxylon spinosum et Argania sideroxylon (Emberger, 1925 ; Morton et Voss, 1987).
L’arganier est I'unique espece du genre Argania (monotype). Il appartient a 1I’ordre des Ebénales
et représente 1’espece la plus septentrionale de la famille subtropicale des Sapotacées qui
comprend environ 10 genres et 600 espéces (tableau 1) (Ehrig, 1974). La famille tropicale des
Sapotacées ne pénetre que rarement dans les zones tempérées (M hirit et al., 1998). La majorité
des espéces de cette famille ont des fruits comestibles et revétent un intérét économique et
environnemental. Certaines ont été domestiquées progressivement et sont actuellement
cultivées, c’est le cas du prunier natif d’Australie (Sideroxylon australe) et trois especes
appartenant au genre Pouteria (P.lacuna, P.caimito et P.macrophylla). Pour les forestiers, les
membres de la famille des Sapotacees sont surtout réputés pour leur bois lourd et de bonne
qualité (Palaquim spp., Baillonella spp. et Manikara spp). D’autres espéces sont connues pour
leur richesse en huile (Butyrospermum parkii, Calocarpum mamomsum, Dumoria africana) et
d’autres en Latex (Palaquium, Manikara). L’espéce la plus proche de I’arganier est le
Sideroxylon marmulano qui est répandue dans 1I’ile de l'archipel de Madére, au large de la cote
nord-ouest du Maroc (Chevalier, 1943).
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Tableau 1. Classification botanique de [’arganier (Ehrig, 1974).

Nom Argania spinosa L. (skeels)
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous-classe Gamopétales

Ordre Ebenales

Famille Sapotacées

Genre Argania

Espéce Spinosa

1.3. Aires biogéographiques

L’ arganier constitue une aire biogéographique providence ayant une impressionnante plasticité,
il regroupe une mosaique de paysages du littoral océanique, des plaines de la vallée du Souss
et des montagnes de I’Anti-Atlas et du Haut-Atlas (Morton et Voss, 1987). Par ailleurs, il
constitue un espace singulier et original avec un brassage des éléments floristiques
méditerranéen, macaronesien, tropical et saharien (Msanda et al., 2005). Au nord de la plaine
du Souss, l'arganier escalade le versant sud du Haut-Atlas et il n'est limité vers le sud que par
I'altitude car il ne dépasse guere 1500 a 1700 m. Cependant, cette répartition peut subir des
écarts notables suivant I'exposition du versant et la forme du relief. En altitude, I'arganier forme
des peuplements mélangés avec le thuya et tres rarement avec le chéne-vert (20 a 21 millions
d’arbres) (Emberger, 1925 ; Boudy, 1950). L’ arganeraie borde 1’océan atlantique sur la facade
ouest reliant I’embouchure de 1’oued Tensift au nord d’Essaouira. Elle continue jusqu’a la
frange saharienne aux environs de I’oued Drad au Sud. A I’Est, I’arganeraie rentre dans les
terres jusqu’aux environs de la région d’ Aoulouz, tout au long de la plaine du Souss (Emberger,
1925 ; Msanda et al., 2005). Aujourd'hui, la concentration d'arganiers est située a 80% dans
la région de Souss-Massa-Draa (29 et 32° de latitude Nord) au sud-ouest du Maroc ou elle
couvre une superficie de 700.000 a 950.000 ha, soit environ 17% de la superficie des essences
forestiéres naturelles marocaines (deuxieéme essence forestiere du pays, aprés le chéne vert
(Quercus rotundifolia) et juste avant le thuya de Berbérie (Tetraclinis articulata)) (figure 1).
L’arganeraie couvre le territoire de plusieurs provinces a savoir : Taroudant : 360 000 ha, Tiznit
: 140 000 ha, Essaouira : 130 000 ha, Chtouka-Ait Baha : 90 000 ha, Agadir : 37 000 ha et
Inzeguane-Ait Melloul : 13 000 ha (M’hirit et al., 1998 ; Lefhaili, 2010). Par ailleurs, on note
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aussi I’existence de deux colonies isolées qui témoignent de 1'extension de I'arganier dans le
nord au tertiaire et au début du quaternaire, notamment sur le massif montagneux des Beni-
Snasséne du versant méditerranéen sur une superficie de 800 ha et a la haute vallée de 1’Oued
Grou prés de Rommani sur environ 30 ha (figure 1) (Emberger, 1925 ; Boudy, 1950).

L’arganeraic est tres clairsemée en zone aride sur 1’ Anti-Atlas et notamment sur les versants

sud donnant sur le Sahara. Ainsi, ladensité des peuplements est trés variable

suivant la région. En effet, la densité d'arbres est d’environ 250 arbres par hectare & 150 km au
nord d'Agadir dans I'Atlas et d’environ 40 arbres dans le désert bordant la région
de Goulimine (Anti-Atlas) (Msanda et al., 2005).
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Figure 1.

Répartition géographique des peuplements de [ ’arganier au Maroc (Msanda et al.,
2021).
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I.4. Ecologie

L’arganeraie est un écosystéeme complexe d'une tres grande originalité, qui évolue et se modifie
naturellement. L’arganier est une espéce endémique marocaine d'une longévité de plus de 300
ans, qui occupe une place prépondérante et symbolise toute la richesse faunistique et floristique
du grand sud-ouest marocain. L’écosystéme de 1’arganeraie abrite une multitude d'organismes
vivants dans des milieux tres diversifiés (sols, climats, eau) (Ehrig, 1974 ; EI Aboudi, 1990 ;
Msanda et al., 2002 ; Lopez Saez et Alba Sanchez, 2009).

1.4.1. Exigences climatiques

L’arganier est une relique tropicale (le dernier survivant d’une famille subtropicale des
Sapotacées), thermophile et xérophile qui suscite la curiosité écologique en occupant plusieurs
étages bioclimatiques (figure 2). Les peuplements de 1’arganier sont exceptionnellement
adaptés au bioclimat aride chaud et tempéré (plus de 520.000 ha), le long du littoral entre Safi
et Ifni et dans les plaines du Souss, au bioclimat semi-aride chaud et tempéré sur les flancs des
parties occidentales du Haut Atlas et de 1’Anti-Atlas et au bioclimat saharien plus au sud.
L’arganier s’y maintient non seulement grace a sa rusticité et a son adaptation aux changements
climatiques, mais aussi grace a sa grande variabilité génétique (Peltier, 1983). Les descripteurs
climatiques qui jouent un role efficient sur la détermination de la limite méridionale de
I’ Arganier ainsi que sur son état de développement sont la pluviométrie, les températures et
I’hygrométrie atmosphérique. En effet, I’arganier a une grande plasticité climatique, pouvant
supporter les températures moyennes minimales et maximales respectivement de 3 °C et 50 °C,
ce qui explique son absence dans le grand-Atlas (Bouzouba et EI Mousadik, 2003 ; Alados et
El Aich, 2008 ; Diaz-Barradas et al., 2010). Du point de vue écophysiologique, I'arganier
possede un réseau de racines souterraines développé et des mécanismes qui ralentissent ou
limitent la chute des feuilles, ce qui lui permet de résister a la sécheresse et tolerer le stress
hydrique. 1l se trouve dans des zones ou la pluviométrie est trés variable (annuellement et inter-
annuellement), les précipitations annuelles sont comprises entre 250 et 400 mm (bioclimats
semi-arides) le long du littoral de Safi a Agadir. De la plaine du Souss jusqu’a I’ Anti-Atlas, les
précipitations annuelles varient de 250 a 150 mm (bioclimats arides) et elles sont souvent
largement inférieures a 100 mm (bioclimats saharien) dans les zones a caractére désertique au
sud (Msanda et al., 2005). En revanche, au-dela d’un certain seuil d’accroissement de 1’aridité
et d’¢élévation de la température, I’arganeraie pourrait subir de graves perturbations (Emberger,
1925 ; M’hirit et al., 1998). De méme, 1’arganier a besoin d’un climat doux en géneral, a

contraste thermique trés atténué sur la facade atlantique (degré hygrométrique de 1’air dépasse
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fréqguemment 90% pendant de nombreux mois de I’année, surtout en été et en automne), ce qui
explique son absence a I’intérieur du continent. En effet, les foréts les plus denses et vastes
(hauteur, densité et nombre d'arbres, vigueur et densité du feuillage et hauteur) sont présentes
sur le littoral marocain et plus en s’éloigne de la mer, 1’arganéraie régresse pour disparaitre a
partir de 150 Km de la mer (Kenny et Zborowski, 2007).
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Figure 2. Différentes aires bioclimatiques de I'arganier (Mhirit et al., 1998).

1.4.2. Exigences édaphiques

L’arganier est une espéce vigoureuse, trés robuste et rustique du sud-ouest marocain.
Parfaitement adapté a son biotope, il s'accommode indifféremment a la nature lithologique et a
la structure physico-chimique du sol ainsi qu’a la composition minérale des roches meres. En
effet, I’arganier supporte des substrats et des sols variés, aussi bien compacts, perméables,
argileux, calcaires, schisteux et les formations dunaires anciennes. Il supporte également une
large gamme de pH allant de 4,6 a 7,5, tolére la salinité et n’a aucune exigence vis-a-Vvis de la
texture du substrat car il se développe sur les substrats les plus variés a 1’origine de nombreux
types de sols (régosols, lithosols, vertisols, calcisols, ferralsols, etc) a ’exception des sables
mouvants et des terrains régulierement inondés ou trop gorgés d'eau (ElI Aboudi et al., 1992 ;
Msanda, 1993 ; Msanda et al., 2007 ; Kirchhoff et al., 2021).

10
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I.5. Morphologie et phénologie de I’arganier

L’arganier est un arbre trés protéiforme ayant une physionomie rare qui peut revétir plusieurs
formes différentes. On distingue d’un coté les arbres inermes qui ne portent pratiquement pas
d’épines avec une faible ramification (19%), et d’un autre coté, des arbres épineux avec quatre
degrés de présence d’épines et de ramification : trés épineux et tres ramifiés (10%), épineux et
ramifiés (17%), épineux et peu ramifiés (31%) et peu épineux, peu ramifiés (23%). La forme
naturelle d’un arganier peut étre modifiée sous I’effet de plusieurs facteurs comme ’age de
I’arbre, le climat et la pression anthropologique. Le caractére unique de 1'arganier s'explique par
le fait qu'il bénéficie d'une constitution particuliére et d’un croisement génétique allogame entre
les arbres. Ces éléments justifient ainsi sa résistance a un climat saharien connu pour sa grande
aridité (Mhirit et al., 1998).

1.5.1. Aspect et hauteur

L’arganier est un arbre de taille moyenne qui présente un port pleureur ou dressé selon son
environnement. En effet, dans les sols fertiles et bien alimentés en eau, il offre une silhouette
extrémement robuste et une couronne dressée, largement déployée alors que dans les zones
arides et désertiques, il présente une forme tordue et repliée sur elle-méme. L’arganier est une
essence ligneuse unique a croissance tres lente (Morton et VVoss, 1987). La hauteur de I’arganier
peut atteindre habituellement 2 a 3 m, voire 3,5 m a 7 ans et plafonne a 6 ou 7 m a 30 ans dans
des emplacements plus favorables. L’accroissement annuel moyen (aam) en hauteur est de 1 m
durant la premiere année ; 0,5 ma 7 ans ; 0,3 m a vingt ans dans des parcelles encloses et bien
surveillées (Boudy, 1950 ; M hirit et al., 1998).

1.5.2. Tronc

L’arganier a un tronc court, noueux et tortueux, souvent formé de plusieurs parties entrelacées
avec une écorce rugueuse et crevassée. Il constitue un hérisson végétal dont le volume croit
régulierement, ce qui met les pousses centrales hors de la portée de la dent des animaux.
Cependant, I’aspect tordu et noueux de cet arbre permet aux chévres de I'escalader et de manger
ses feuilles et ses fruits (M hirit et al., 1998). Le tronc de I’arganier a une couleur brunatre au
jeune age et foncée grisatre a ’age adulte. Le bois de I’arganier est trés lourd, dur, compact et
résistant a la pourriture et a la détérioration. Il a une densité de 0,9 a 1 et une charge de rupture
de 1250 et 1500 kg/cm?. Le bois d’arganier est utilisé essentiellement comme bois de chauffage
(Benzyane, 1989).

11
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1.5.3. Branches et rameaux

L’arganier est une espéce aux rameaux trés denses et épineux (Spinosa), ce qui permet a I’arbre
de se défendre naturellement contre le bétail. Les branches sont de couleur brunétre au jeune
age (pousse de I’année) et grisatre a un age avancé (des la deuxiéme année). Il porte des feuilles
simples ou composees et des inflorescences en période favorable (figure 3). Les jeunes rameaux
se développent sur les mémes bourgeons qui donnent naissance aux feuilles et aux fleurs
(Kenny et Zborowski, 2007). Les rameaux d’arganier peuvent manifester deux formes de
croissance. D’un c6té, on distingue une croissance a plagiotropisme positif, ce qui lui confére
un aspect pleureur retombant, et d’un autre c6té, on a une croissance a plagiotropisme négatif,
ce qui lui confére un aspect frisé et dressé (Pumareda et al., 2006 ; Zahidi et al., 2013).

Feuilles simples des
rameaux de 1’année

Fleurs ou fruits de ’année

Rameau de I’année, non lignifié

Feuilles en fascicule des
rameaux de plus d’un an

Figure 3. Différenciation morphologique des rameaux d’arganier (Pumareda et al., 2006).

1.5.4. Feuilles et foliation

Les feuilles d’arganier sont simples ou groupées en rosette, coriaces de couleur vert-sombre a
la face supérieure et claire en dessous et généralement longues de 2 a 3 cm. Elles sont alternes,
dures, souvent fasciculées, lanceolées, ovales, parfois légerement spatulées avec des pétioles
pas tres distincts, une nervure médiane trés nette et des nervures latérales tres fines et ramifiées
(M’hirit et al., 1998). Elles sont subpersistantes, mais elles peuvent chuter pour résister a
1'évaporation en cas de sécheresse prolongée ou d’une vague de Chergui et/ou de Sirocco, vents
chauds et secs venus du proche Sahara. L’arganier possede des mécanismes qui limitent ou

ralentissent la chute du potentiel foliaire et relevent de la stratégie d'évitement (Morton et VVoss,
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1987). La chute des feuilles (caducité) est partielle ou totale selon le degré de stress auquel est
soumis ’arbre. En effet, lorsque le manque d'eau perdure sur une longue période, I'arbre perd
son feuillage ce qui lui permet de subsister en ne consommant pas ou peu d'eau en attendant le
retour des pluies. Ce phénoméne qui peut durer parfois plusieurs années est possible grace a la
conservation d'eau réalisée par les cellules de ses branches et son tronc. Le débourrement des
feuilles commence plusieurs semaines avant les pluies et aussitot que la teneur hygrométrique
de l'air devient suffisante pour déclencher les mécanismes internes de fabrication du
parenchyme afin que des I'intervention des premieres pluies, tout I'appareil végétatif de I'arbre
soit prét a fonctionner (M hirit et al., 1998). Une coupe transversale de la feuille d’arganier
montre un épiderme unisérié sans hypoderme. Le mésophylle a une structure équifaciale
comportant un tissu palissadique a une (face abaxiale) ou deux (face adaxiale) assises de
cellules allongées radialement. Le mésophylle referme les piliers de collenchyme situés de part
et d’autre de la nervure centrale. Le pétiole se singularise par la présence de nombreux
laticiféres dans le parenchyme cortical. Les stomates sont généralement confinés a la face
abaxiale de la feuille et sensiblement enfoncés dans 1’épiderme, ce qui caractérise l'arganier
comme une espéce hypostomatique. Le complexe stomatique (cellules de garde entourées de
cellules épidermiques) est de type anomocytique ou ranunculacéen. Pour s'adapter au stress
hydrique et aux conditions environnementales difficiles, I'arganier augmente la densité des
stomates en réduisant leur largeur et leur longueur. En effet, la nombre de stomates par mm2
varie de 50 a 312 pour les feuilles simples et de 62 a 294 pour les feuilles groupées (EI Aboudi
et al., 1991 ; Bani-Aameur et Zahidi, 2005).

1.5.5. Racines et mycorhization

L’arganier possede un systéme racinaire extrémement développé représentant 5 fois sa partie
aérienne (tronc et branches). Il est d’une part dotée de racines pivotantes et tournantes capables
de d’atteindre plus de 20 métres de profondeur pour puiser 1’eau. Et d'autre part, il est doté de
racines tracantes horizontales lorsque les roches dures s’opposent a son extension, ce qui lui
permet de récupérer les faibles quantités d'eau condensées de la nuit tombant des feuilles
(Kenny et Zborowski, 2007). En revanche, le systéme racinaire de 1’arganier est magniloide
(dépourvu de poils absorbants). Il profite d’une association a bénéfices réciproques (une
symbiose) avec des endomycorhizes (du grec myco ; champignon et rhiza ; racine) a vésicules
et arbuscules pour pallier cette déficience (Nouaim, 1994 ; Nouaim et Chaussod, 1997). Cette
association entre le réseau racinaire et les hyphes mycéliennes de leurs partenaires mycorhiziens

a des bénéfices mutuels. En effet, la plante fournit aux champignons de 1’énergie sous forme de
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composés organiques (sucres) issus de la photosynthése et, en retour, le champignon offre a la
plante hote son réseau étendu d’hyphes qui explore tout le sol et récupére les éléments minéraux
présents en faible quantité (phosphore et azote notamment), ce qui permet une longue
coévolution entre les deux especes (Bousselmane et al., 2002 ; Ganoudi et al., 2021). Par
ailleurs, cette symbiose mycorhizienne contribue a la résistance des plantes au stress hydrique,
indirectement a travers une amélioration de I’efficacité de la nutrition minérale et directement
a travers la modification des équilibres hormonaux ou 1’augmentation de la surface de contact
avec le sol pour en récupérer I’eau et son transport par les hyphes extraracinaires (Nouaim et
Chaussod, 2007). Dans les sols des arganeraies, plusieurs dizaines d’espéces différentes de
champignons endomycorhiziens ont été recensées dont Glomus (Glomus aggregatum, Glomus
ampisporum, Glomus constrictum, Glomus deserticola, Glomus etunicatum, Glomus
intraradices, Glomus macrocarpum), Gigaspora (Gigaspora margarita), Scutellospora
(Scutellospora pellucida, Scutellospora biornata), Acaulospora (Acaulospora denticulata,
Acaulospora reducta), et Entrophospora (Entrophospora infrequens, Entrophospora
nevadensis) (Sellal et al., 2017). Le genre Glomus est le plus prépondérant dans les sols
désertiques soumis a la sécheresse, parce qu’il contient des souches adaptées aux fluctuations

environnementales (EI Maati et al., 2015).
1.5.6. Fleurs et floraison

L arganier est une espéce monoique : les fleurs méles et femelles sont portées par le méme
arbre. Les fleurs de I’arganier sont jaunatres, hermaphrodites et protogynes (c'est-a-dire que les
stigmates marissent avant que les antheres de la méme fleur ne s’épanouissent pour libérer le
pollen). Cependant, d’autres recherches ont montré que la maturation des grains de pollen a lieu
bien avant I’épanouissement des stigmates (protandrie), ce qui rend la fécondation allogame
(par pollinisation croisée). La pollinisation est anémophile ou anémogamie (les gamétes males
et femelles sont transportés par le vent) a 80% et entomophile ou entomogamie (insectes
participent au transport du pollen) a 20%. Les fleurs sont axillaires, pentaméres et gamopétales
(5 pétales obtus, arrondis et blancs), couvrant entiérement I’arbre d’un voile jaune verdatre
apres vingt jours durant le pic de la floraison. Les fleurs de 1’arganier se caractérisent par trois
phases phénologiques a savoir : les boutons floraux (BF de 1 a 2 mm), les boutons floraux avec
styles apparents (BFS de 2-3,15 mm) et les fleurs ouvertes et épanouies (FE de 2-3,15 mm).
Une période de 13 jours est suffisante pour la transformation du bouton floral en fleur épanouie,
une fois épanouie, la durée de réceptivité de la fleur n’est que de 4 jours (Benlahbil et Bani-

Aameur, 2002). L’ovaire pubescent et supere est surmonté d’un style court et conique, ¢galant
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ou dépassant les €étamines a filets courts avec une grosse anthére mucronée ou obtuse (M hirit
et al., 1998). Les inflorescences se présentent en glomérules (15 fleurs et plus) localises a
l'aisselle des feuilles et au niveau des entrenceuds (Bani-Aameur, 2000). La floraison de
I’arganier est de type remontant, car 1’arbre fleurit réguliérement et abondamment pendant toute
I’année si les conditions climatiques sont favorables (20 °C). Elle a lieu généralement en
automne ou au printemps, ce qui provoque un échelonnement de la maturation des fruits sur
une longue période de I’année (figure 5) (Benlahbil et Bani-Aameur, 2002). Selon la période
de floraison, on distingue trois types d'arganiers : les arganiers précoces (octobre - décembre),
les arganiers tardifs (février-mars) et les arganiers intermédiaires qui fleurissent durant toute la

période humide entre I’automne et le printemps (Bani-Aameur, 2002).
1.5.7. Fruits et fructification

Le fruit d’arganier, appelé « noix d'argane » ou « affiache » est trés particulier. C’est une baie
sessile (fausse drupe avec faux noyau), de couleur verdatre avant maturation, vert-jaunatre clair
ou jaune-brunatre & maturité et évolue vers le brun-foncé au cours de sa dessication apres la
chute de l'arbre (figure 4) (Nouaim et al., 1991). La taille du fruit est de forme tres variable
(ovale, ovale-apiculée, goutte, arrondie, sphérique et fusiforme) contenant une noix coriace a
tégument trés dur et épais (endocarpe) abritant deux ou trois « amandons oléagineux » séparés
par des cartilages ligneux, une chair ou pulpe (mésocarpe) charnue et un épicarpe. La longueur
moyenne du fruit est d’environ 30 mm et son poids moyen peut aller de 5 a 20 g dont la chair
ou la pulpe représente 55 a 75% du poids frais. La caractéristique essentielle de la pulpe est la
présence de nombreux canaux laticiféres contenant un latex guttoide collant (Rammal et al.,
2009). Par ailleurs, la nouaison peut é&tre groupée ou plus ou moins étalée, la longueur du cycle
de maturation varie entre 9 et 16 mois et la production en fruits est irréguliére. En effet, il y a

% oy
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Figure 4. Caracteres botaniques de I'arganier. A : Branche avec inflorescences ; B : Fleur
de I’arganier au stade bouton floral (BF) ; C : Rameau avec fruit (M hirit et al., 1998).
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trois types d’arbres en fonction de la fructification a savoir : les arganiers précoces produisant
des fruits noués une fois par cycle en Mars, des arganiers tardifs produisant des fruits noués une
fois par cycle en Juin et des arganiers produisant des fruits précoces et des fruits tardifs sur le
méme pied. Ainsi, la fructification échelonnée sur toute 1’année, permet une excellente
adaptation de I’arganier aux fluctuations climatiques qui caractérisent les zones semi-arides et

arides (Mhirit et al., 1998 ; Bani-Aameur et al., 1998).

Maturation des fruits I I
Croissance des fruits I
Floraison I I
Foliation I I I I
JAN | FEV MAR| AVR | MAI | JUN JUL | AQU | SEP | OCT | NOV | DEC | JAN | FEV ' MAR AVR | MAI | JUN
Premiére année Deuxiéme année

Figure 5. Cycle phénologique de I'arganier (Mhirit et al., 1998).

1.6. Importance et roles de I’arganier

L’arganier est indiscutablement 1’essence d'agroforesterie la plus remarquable d'Afrique du
nord. C’est un arbre trés précieux qui joue un rdle incontournable et inégalé dans la vie
culturelle, socio-économique et écologique des habitants riverains du grand Sud-Ouest
marocain, tant par son usage forestier (bois de chauffage) et fruitier (huile d’argan) que
fourrager (feuilles, pulpe et tourteau) (Nouaim et al., 1991).

1.6.1. Rbles environnementaux

L’arganeraie est un écosysteme particulier disposant d’une biodiversité faunistique et
floristique spécifique et originale dont 1’élément central est 1’arbre d’arganier. La biodiversité
de la biocénose de I’arganecraie tient son originalité de la présence de lignées méso-
mégathermes, d’espéces de souche tropicale et d’endémiques. Le recensement des biocénoses
a fait I'objet de plusieurs études et publications ces dernieres années. C'est un aspect nécessaire
pour atténuer 1’aggravation des impacts liés a ’utilisation du milieu végétal par ’homme et ses

troupeaux et d’assurer une conservation rationnelle de cette végétation (Msanda et al., 2005).
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a) Aptitude de résistance aux changements climatiques

L’arganier a toujours résisté aux déreéglements climatiques depuis les glaciations de 1’ére
tertiaire jusqu'a l'époque actuelle. C’est une espéce parfaitement adaptée aux conditions
climatiques extrémes, marqués par 1’aridité et I’irrégularité des précipitations. En effet, grace a
sa rusticité et sa grande variabilité genétique, il est qualifié comme thermophile, adapté aux
fortes températures et xérophile, supportant la sécheresse qui menace tres sérieusement le sud
marocain. L’aire géographique de 1’arganier jouit d’une importante nébulosité estivale
accompagnée d’une fraicheur relative et d’une tres forte humidité relative que I’arganier picge
et restitue au sol (Bouzoubaa et EI Mousadik, 2003 ; Msanda et al., 2005). Ainsi, pour renforcer
la résistance de 1’arganeraie aux changements climatiques, 1'agence de Développement des
zones Oasiennes et de 1’arganier (ANDZOA) et le Fonds vert pour le climat (GCF) ont lancé
en 2018 le projet de mise en place de I’arganiculture en environnement dégradé « DARED »
qui vise la promotion de I’agriculture dans les zones vulnérables et la collecte des eaux en vue
de renforcer le développement durable, ainsi que la préservation de la réserve de biosphere
d’arganeraie (RBA), qui couvre une superficie d'environ 2,5 millions d'hectares (Moukrim et
al., 2018).

b) Fonction édaphique

Dans le sud-ouest marocain, 1’écosystéme arganier couvre du point de vue géomorphologique
différents types de reliefs (les versants du Haut-Atlas, les massifs de I'Anti-Atlas et la plaine du
Souss) et représente un véritable rempart vert contre la désertification des zones pré-
sahariennes de la plaine du Souss. L'arganier est une espéce végétale endémique du sud-ouest
marocain, parfaitement adaptée aux zones arides et semi-arides et pratiquement irremplacable
pour la conservation des sols et la lutte contre 1'érosion et la désertification (M hirit et al., 1998).
En effet, grace a son systéeme racinaire profond, cet arbre participe a la fixation des sols et les
protége contre 1’érosion éolienne et pluviale (ruissellement) favorisant ainsi le maintien de
I'humidité dans la rhizosphére et 1’alimentation en eau des nappes phréatiques, notamment au
niveau de la région Souss-Massa caractérisée par un stress hydrique alarmant (Nouaim, 1994).
Par ailleurs, les pieds d’arganier favorisent I’ombrage de zones immenses, enrichissent le sol
en matieres organiques issues de ses feuilles mortes et permettent le développement d’une
diversité d’espéces végétales, d’une faune et d’une flore microbiologiques essentielles a la
fertilit¢ du sol. L’arganier récupere également I’eau grace a la présence de champignons
microscopiques endomycorhiziens capables de se développer a la fois dans les racines et dans
le sol (Bani-Aameur, 2004).
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1.6.2. Réles organisationnels

L’arganier est un arbre providentiel trés présent dans le paysage institutionnel et organisationnel
sylvicole et rural du sud-ouest marocain. D’aprés le Haut-Commissariat aux Eaux et Foréts et
a la Lutte Contre la Désertification, 1’arganier est une espece trés précieuse qui joue un réle
inégalé dans la gouvernance territoriale et le développement inclusif et durable du sud-ouest
marocain (M hirit et al., 1998). La filiere d'argane est organisée sous I'égide de la Fédération
Interprofessionnelle de la filiere d'argane « FIFARGANE », composée de la Fédération
Nationale des Associations Provinciales des ayants droit Producteurs et Usagers de lI'arganeraie
(FNADUA) et la Fédération Marocaine des Transformateurs, Exportateurs et Commercgants
d'huile d'Argane (FMTEC) (Ansart et al., 2016). Selon I’Office du Développement de
Coopération (ODECO), la filiére s’est structurée a travers la création de coopératives féminines
spécialisées dans la production d’huile d’argan, dont le nombre s’est multiplié au fil des ans.
En effet, le nombre de coopératives féminines est passé de quelques-unes au début des années
quatre-vingt-dix a plus de 400 aujourd’hui, regroupant plus de 7000 membres, soit plus de 2%
du tissu coopératif national. Cependant, ces coopératives de production d'huile d’argan, sont
marquées par une mauvaise gestion et se voient fortement concurrencées sur
I’approvisionnement en mati¢re premicre par des opérateurs industriels privés opérant dans la
commercialisation des produits cosmétiques a haute valeur ajoutée (Charrouf et Guillaume,
2009 ; Romagny et al., 2016). A cet égard, dans le cadre du Plan Maroc Vert (PMV), le Pilier
Il a prévu le développement d'outils d'agrégation sociale qui s’articule sur un modéele
d'organisation de I'agriculture solidaire a travers le soutien spécifique des partenariats gagnant-
gagnant entre les coopératives et le secteur privé ou bien entre coopératives. C’est ce qui a
poussé certaines d’entre elles a s’organiser au sein d’unions ou d’associations de coopératives
féminines de production d’argane (UCFA) ou a se rassembler a travers un groupement d’intérét
économique (GIE) pour étre plus compétitives. L appui de I’Etat dans le processus d’agrégation
est considérable. En effet, le département de I’agriculture (MAPMDREF) représenté par
I’Agence de Développement Agricole (ADA) en partenariat avec 1’Office du Développement
de Coopération (ODCO) intervient en équipant les groupements d’intérét économique (GIE) ou
unions de coopératives de matériels appropriés a travers le Fond de Développement Agricole
(FDA) (Bellefontaine et al., 2012). Par ailleurs, la création des coopératives et 1’augmentation
du revenu ont permis aux femmes de prendre conscience de leurs droits, de scolariser leurs
enfants, d’améliorer leur statut social, de s’habiller correctement et de se soigner. Ainsi, grace
aux programmes d'alphabétisation et d'éducation, les femmes ont pris conscience de ’intérét de

savoir lire et écrire dans I’amélioration de la gestion des coopératives (Faouzi, 2012).
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1.6.3. Rbles économiques

L’écosysteme de 1’arganier et ses ressources naturelles représentent un pilier incontournable de
I’économie locale de la région du sud-ouest marocain grace a ses usages multiples et diversifiés
(emploi, productions, exportations, etc.), ce qui génére un chiffre d'affaires total national de
1.139 millions de dirhams, 11 millions de journées de travail par an, 12.000 emplois et une
valeur d'exportation de 273 millions de dirhams (augmentation significative de +35.4% depuis
le lancement du PMV) et assure la subsistance de millions de personnes vivant dans des zones
difficiles et parfois isolées (Turner, 2021). L’arganier est une sorte d’arbre de vie qui influence
fortement la vie quotidienne de ces populations autochtones (Nouaim et al., 1991). C’est un
pivot d’un systéme agraire de type agro-sylvo-pastoral basé en grande partie sur la
complémentarité entre 1’élevage pastoral de caprin et camelin, la céréaliculture ainsi que la
production et la commercialisation d’huile d’argan et ses dérivés (Bourbouze et El Aich, 2005
; Chaussod et al., 2005).

a) Usages énergétiques, artisanaux et architecturaux

L'arganier fournit un bois extrémement dur, appelé bois de fer, utilis¢é comme bois d'ceuvre
(charpentes) ou pour la fabrication d’ustensiles de cuisine et d’outils agricoles (araires...)
(Bourbouze et El Aich, 2005). L’arganier est considéré également comme combustible, sous
forme de bois de chauffage pour les populations locales surtout celles des zones montagneuses.
En effet, le charbon de bois d'arganier est tres réputé car plus un bois est dur, plus il va étre un
bois de chauffage performant car il mettra plus de temps a brdler, va se consumer lentement et
va libérer de I'énergie. C'est ainsi que les populations du sud-ouest marocain exploitent, depuis
longtemps, les qualités énergétiques de I'arganier avec une production annuelle estimé a 400
000 stéres (100.000 m®) de bois et 80.000 tonnes de coques combustibles, soit 13% de la
production nationale de combustible (Ehrig, 1974).

b) Usages fourragers et pastoraux

Les feuilles d'arganier et les fruits (en particulier la pulpe) sont traditionnellement utilisés dans
la culture amazighe comme fourrage des caprins et camelins (chevres, chameaux, dromadaires).
En effet, I’arganeraie est un écosystéme sylvo-pastoral original, longtemps voué au paturage de
type extensif. L'arganier est également surnommé «l'arbre a chévres» car ces
derniéres escaladent avec aisance les branches d’arbres et raffolent de ses fruits. Par ailleurs, le
tourteau « Zegmouna », résidu d'extraction d'huile, est réservé a 1’engraissement des moutons

et des bovins. Il est le plus souvent mélangé avec de la paille et/ou des céréales pour équilibrer
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la ration alimentaire. L'analyse des activités sylvo-pastorales associées a I'arganeraie montre
que la production fourragére de 1’arganeraie est estimée a 200 unités fourrageres (UF)/ha/an,
totalisant 174 millions UF/an. Cette production contribue a hauteur de 38% aux besoins du
cheptel de I’arganeraie (450 millions d’UF) estimé a 2 millions de tétes, dominé par 1’¢levage

caprin qui représente 66% du cheptel des ruminants de la région (Bourbouze et EI Aich, 2005).
c) Usages d’huile d’argan

Les amandons sont albuminées et gorgées d’huile comestible appelée huile d’argan (Morton et
Voss, 1987 ; M hirit et al., 1998). Cette huile est le principal intérét de 1’arganeraie. Dans les
annees 1990, avec les diverses découvertes de ses vertus culinaires, cosmétiques et médicinales,
cette huile tres prisée a connu un regain d'intérét et une ascension commerciale fulgurante
(Chaussod et al., 2005 ; Charrouf et Guillaume, 2008). En deux jours de travail, une femme
peut produire 1 litre d’huile d’argan, soit un rendement d’extraction d’environ 1% par rapport
aux fruits, de 3% par rapport aux noix seches et 30% par rapport aux amandons. En effet, la
production potentielle de I’arganeraie est estimée a 32 000 tonnes d’huile d’argan par an sur la
base d’une densit¢ moyenne d’environ 50 arbres par hectare des peuplements d’arganier
(Charrouf et Guillaume, 2008). La valeur économique de I’arganier repose sur 1’huile argane.
Noble et naturelle, cette huile est réputée par de nombreux usages et nombreuses propriétes

alimentaires, cosmétiques et pharmaceutiques (Charrouf et Guillaume, 2008).
- Usages alimentaires

L’huile d’argan est une huile alimentaire produite par pressage a froid des amandons
préalablement torréfiés a feu doux, dans des récipients en terre, selon un protocole rigoureux
dont le savoir-faire ancestral est réservé aux femmes amazighes du sud-ouest marocain. Cette
torréfaction donne a I’huile un parfum légérement grillé, une couleur de miel et un arriere-godt
particulier de noisettes, d’amandes et de graines de sésame grillées (Charrouf et Guillaume,
2008). Les populations amazighes de [I’Atlas consomment I'huile d’argan quasi
quotidiennement et I’utilisent pour ses vertus culinaires. Elle est aussi appréciée pour sa
capacité a relever le gout, faire ressortir les ardbmes des épices et a parfumer les différentes
préparations culinaires. Par ailleurs, 1’huile d’argan alimentaire est un coupe-faim qui aide a
combattre I’obésité. En effet, la consommation réguli¢re d'huile d’argan au petit déjeuner ou en
collation permet d’augmenter la concentration de pepsine dans le suc digestif, de faciliter la
digestion et d’améliorer le fonctionnement du foie. L'huile d’argan est riche en acide gras

essentiels (acide oléique (omega-9), acide linoléique (oméga-6)) qui ne peuvent pas étre
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synthétisés par I'organisme (Moukal, 2004 ; Adlouni, 2010). L'huile d’argan contient un rapport
des acides gras insaturés (acide ol€ique, acide linoléique, acide linolénique...) aux acides gras
saturés (acide palmitique, acide stéarique...) d'environ 4/5. Les acides gras polyinsaturés
constituent environ 80% d'huile d’argan, dont 45% d’acide oléique (Omega-9), 35% d’acide
linoléigue (Oméga-6) (Adlouni et al., 2008). Toutefois, la présence de ces acides gras essentiels
est complétée par un apport d’acides gras linolénique (omega-3) pour conforter la valeur
nutritionnelle d’huile d’argan (Charrouf et Guillaume, 2008).

- Usages cosmeétiques

L'huile d’argan est adoptée depuis toujours par les femmes amazighes du sud marocain pour
les soins corporels visant a contrer les méfaits de I'age et du climat. L'huile d’argan a usage
cosmétique est de couleur jaune clair et présente une odeur trés légére de noisette (Guillaume
et Charrouf, 2011). Les amandons destinés a I'huile d’argan cosmétique ne doivent pas avoir
été ingérés ni régurgités par les chévres et ne doivent pas étre torréfiés pour garder les
excellentes caractéristiques de cette huile (Chaussod et al., 2005). L huile d’argan n’est pas
grasse, n’obstrue pas les pores et s’absorbe rapidement par la peau grace a sa richesse en
tocophérols, stérols, hydrocarbures (squaléne...), triterpénes, alcools gras (cires) et pigments
liposolubles, etc. Par ailleurs, elle est considérée comme un moyen efficace pour corriger les
troubles cutanés, diminuer les pertes transépidermiques d’eau et améliorer 1’état de 1’épiderme
par une activité palliative de dessechement de la peau, grace a I’acide linoléique. Par ailleurs,
elle a un effet favorable sur 1’élasticité et le tonus de la peau grace a la fraction insaponifiable
qui a des propriétés particulierement intéressantes sur 1’amélioration du métabolisme des
fibroblastes. Ces deux effets complémentaires favoriseraient I’action contre le dessechement
cutané et le vieillissement physiologique de la peau, en agissant chimiquement sur la kératine
de la peau, ce qui redonne a la peau son éclat de jeunesse (Charrouf et Guillaume, 2008). Dans
la pharmacopée marocaine traditionnelle, on la recommande contre I'acné juvénile et la
cicatrisation des bralures (Moukal, 2004). De nombreuses études ont montré la capacité d'huile
d'argan a fortifier les cheveux ternes et cassants et a empécher leur chute. Cette huile est une
véritable merveille pour réparer les pointes fourchues, dompter les cheveux crépus et rendre les
cheveux plus faciles a coiffer, ainsi qu’elle apporte un éclat sain et attrayant tout en leur
redonnant leur douceur naturelle et soyeuse. En plus des cheveux, I'huile d'argan nourrit, et
revitalise le cuir chevelu en tres peu d'applications. Cet « or liquide » aide a combattre les
pellicules et protege les racines des cheveux (Charrouf et Guillaume, 2008). L huile d’argan est

recommandée pour nourrir, fortifier et protéger les ongles mous, cassants, abimés, striés et
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dédoublés contre les agressions extérieures en assainissant la flore fongique. Elle est également
utilisée comme huile solaire pour le bronzage et la protection des rayons UV par les pécheurs
et les estivants de la région grace a sa richesse en huiles essentielles, en vitamine E et en
polyphénols (Moukal, 2004).

- Usages thérapeutiques

L’huile d’argan est particuliérement bien indiquée depuis des siecles en médecine
traditionnelle, notamment par les femmes amazighes du sud-ouest marocain, en raison de ses
diverses propriétes thérapeutiques (Charrouf et Guillaume, 2008). En effet, plusieurs composés
biochimiques possedent des propriétés biologiques qui peuvent justifier leur utilisation
pharmaceutique comme remede naturel. Cependant, 1’huile d’argan est rarement utilisée seule
a des fins thérapeutiques, elle est toujours associée a d’autres ingrédients et plantes (Moukal,
2004 ; Khallouki et al., 2005 ; Monfalouti et al., 2010). Cette huile est préconisée dans le
traitement de différentes maladies comme la prévention des maladies cardiovasculaires,
I’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses, le soulagement de l'arthrose, la
réduction de 1’hypercholestérolémie, I’atténuation des démangeaisons et des 1ésions d'eczéma

et du psoriasis, etc. (Charrouf et Guillaume, 2010).
1.6.4. Rodles socio-culturels
a) Intéréts sociaux

L’écosystéme arganier présente un caractere fortement social, précisément familial pour les
populations rurales riveraines du sud-ouest marocain et contribue profondément dans leur
subsistance par le biais de ses produits. Depuis 1994, le développement du mouvement
associatif a permis la stabilisation de la population locale durant des générations. Tous les
aspects relatifs a 1’exploitation de I’arganier dont la plantation des arbres, 1’extraction d’huile
et la préparation de produits dérivés constitue une activité genératrice de revenus et a toujours
eu une fonction de développement humain en contribuant a la cohésion sociale, I’entente entre
les individus et le respect mutuel entre les différentes communautés (M’ hirit et al., 1998).
L’écosysteme de 1’arganeraie assure durablement la subsistance des populations locales. En
effet, la forét d’arganier est une source d’autonomie financi¢re de quelques 3 millions de
personnes dont 2.2 millions en milieu rural. Aujourd’hui, les activités de productions de
I’arganeraie (extraction d’huile, travaux agraires, charbonnage de I’arbre, etc.) fournissent une
dizaine de millions de journées de travail familial par an dont 7.560.000 journées de travail

familial essentiellement féminines et ce, pour seulement le dernier maillon de la chaine a savoir
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I’extraction d’huile d’argan. Ainsi, le revenu familial a connu un essor considérable dans 1’aire
de I’arganeraie, participant a hauteur de 25 a 45% selon les zones et variant de 9 000 a 15 000

DH/an/ménage (M hirit et al., 1998 ; De Waroux, 2013b).
b) Intéréts culturels et touristiques

L’arbre d’arganier est un symbole de la civilisation marocaine et principalement amazighe du
sud- ouest marocain. L’arganeraie est le berceau de traditions culturelles amazighes. Cette
espéce mythique et sanctuaire est considérée comme un «don de Dieu» cependant, il
symbolise aussi parfois un « satan », en tant que source de conflits d’usages. Ainsi, 1’huile
d’argan s’offre en cadeau de mariage et s’utilise fréquemment pour la préparation de plats de
céremonies (Nouaim, 2005). Par ailleurs, la réserve de biosphére de I’arganeraic (RBA) a
contribu¢ a la promotion de 1’écotourisme rural. En effet, la RBA regorge de potentialités
touristiques, naturelles, humaines et culturelles. Le patrimoine naturel et les multiples activités
socio-culturelles des riverains du sud-ouest marocain attirent un nombre considéerable de visites

touristiques annuellement (Aboutayeb, 2014).
|.7. Dégradation de I’arganeraie

L'arganier (Argania spinosa L skeels) est une essence endémique du sud-ouest marocain. C’est
un patrimoine universel ayant une trés grande longévité (125 a 150 ans). Cette essence a d
vraisemblablement occuper durant 1'¢re tertiaire, période du souleévement de 1’Atlas, une aire
plus étendue que celle qu’elle occupe actuellement (Emberger, 1925). En effet, I’évolution du
climat vers une tendance chaude et tempérée aurait alors permis a I’arganier de se développer
sur de vastes étendues du Maroc (2 128 000 ha) et notamment, a moindre mesure, d’ Algérie et
desiles Canaries (Boudy, 1950). Ces immenses étendues ont connu des vagues de déforestation
successives au cours des années. Le premier recul de I’arganeraie remonte au quaternaire qui a
été marqué par des glaciations sous forme de forte pluviosité et par la formation de glaciers en
hautes montagnes. Cela expliquerait I'existence actuelle de quelques colonies dans la vallée
d’Oued Grou, et prés de la cote méditerranéenne dans les montagnes de Beéni-Snassen. Une
deuxiéme vague de dégradation a eté causée par une sécheresse prononcee qui a frappé le sud-
ouest marocain entre 1976 et 1982 et qui a décimé des milliers d’arganiers dans 1’ Anti-Atlas.
Cette sécheresse a également accentué la pression du surpaturage dans 1’arganeraie (M’hirit et
al., 1998). Les empires coloniaux espagnol et portugais sont responsables de la premiére
régression d’origine anthropique. Ces derniers ont installé la culture de la canne a sucre sur des

milliers d’hectares au détriment de 1’arganier dans plusieurs localités du sud-ouest marocain
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durant le XVe siecle (Kenny et Zborowski, 2007). Au début du XXe siecle, la dégradation de
I’arganeraie s’est intensifiée avec 1’arrivée des colons frangais qui ont introduit la céréaliculture
et I’arboriculture, en particulier 1’olivier au détriment de 1’arganier. Les coupes anarchiques
s'amplifiérent avec 1’avénement de la seconde guerre mondiale (1939-1945). Une grande
superficie a été défrichée (40.000 ha) pendant cette époque pour subvenir aux besoins en bois
de chauffage des grandes villes marocaines et méme certaines villes espagnoles et frangaises.
La production avait atteint 70.000 quintaux de charbon (1919- 1924) (Boudy, 1950 ; M hirit et
al., 1998). Aprés I’indépendance, I’introduction massive des cultures maraichéres et des
agrumes a accentué le défrichement de la forét d’arganier et surtout au début des années 1980
avec I’introduction des premiéres serres dans la région de Souss-Massa (Bellefontaine et al.,
2012). En plus de ces vagues de déforestation massive qui ont principalement touché ’arganier
de la plaine, représentant environ 10 a 15 % de la superficie totale couverte par I’arganier, le
reste correspondant a 1’arganeraie de montagne qui ont été sujets a une pression continue et a
I’endommagement par la population riveraine et les spéculateurs qui pratiquent une économie
de rente basée sur la gratuité de la ressource due au surpaturage causé par les troupeaux caprins
et camelins transhumants (M Hirit et al., 1998 ; Kenny et Zborowski, 2007). De nos jours, 1’état
des arganeraies du sud-ouest du Maroc est loin d’étre parfait, sa situation est alarmante et
connait différentes formes de dégradation. En effet, les peuplements naturels et la biodiversité
de la région sont en constante diminution sous 1’effet combiné de la pression anthropique
(Paccroissement et la pression démographique, 1’exode rural accentué, I'urbanisation, le
déboisement clandestin, la serriculture) et les conditions climatiques extrémes (sécheresse,
désertification) (Msanda et al., 2005 ; Lybbert et al., 2011). Par conséquent, I'arganeraie de la
plaine régresse non seulement en termes de superficies mais surtout en densité, la densité
moyenne des peuplements naturels de I’arganier est passée de 100 cépées/ha & moins
de 30 cépées/ha, tandis que la superficie régressait en moyenne de 600 ha/an en moins d'un
demi-siécle. Cependant, la dégradation d’arganeraie de montagne se fait a un rythme trés
modéré vu I’attachement des populations riveraines a ces écosystémes (De Waroux, 2013a).
Cette dégradation des foréts d’arganier affecte non seulement les arganiers mais aussi tout

I’écosystéme avec des conséquences sur les sols, les réserves d’eau, la faune et la flore sauvages

(Benabid, 2000 ; De Waroux et Lambin, 2012).
1.8. Conservation des ressources génétiques et restauration de I’arganeraie

Depuis des décennies, les ressources sylvopastorales collectives de 1’arganeraie dans le sud-

ouest marocain sont soumises a une régression continue due a une forte pression anthropique
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et une surexploitation qui placent les ressources naturelles de ce patrimoine mondial au coeur
des préoccupations environnementales et du développement socio-économique. Ceci a donc
incité les populations riveraines a mettre en place des formes de contrdle coutumieres des
espaces forestiers et pastoraux (Faouzi, 2013). Ces systemes se perpétuent dans le Haut-Atlas
marocain sous le nom d’Agdal du forestier, terme qui désigne un territoire sylvopastoral
collectif soumis a des mises en défens temporaires (cloture des champs pour empécher
I’égarement des animaux). Ce systéme traditionnel de gestion communautaire des écosystémes
forestiers, trouve aujourd’hui un nouveau succés avec I'émergence du concept de
développement durable (Auclair et al., 2010). Durant les derniéres années, 1’engouement pour
I’huile d’argan réputée et appréciée aussi bien au niveau national qu’a I’étranger a provoqué
une augmentation considérable de la demande. Cependant, les activités de recherche et le
développement de la filiere restent encore préliminaires pour assurer une production massive
de plants vigoureux d’arganier et compenser la dégradation de 1’écosystéme forestier (Bani-
Aameur, 2000). De ce fait, il devient indispensable de conserver la biosphére de 1’arganeraie et
préserver sa biodiversité génétique a travers le reboisement des zones dégradées. Les techniques
de semis en pépiniére et de plantation ont été quelque peu améliorées cependant, de sérieuses
lacunes persistent. En effet, aprés quelques mois d’élevage, les plants présentent trop souvent
un chignon racinaire (enchevétrement) qui condamnent leur croissance et développement a plus
ou moins longue échéance (Nouaim, 2005). Ainsi, la régénération de I’arganeraie par des plants
issus du semis se fait @ une cadence trop lente et nécessite un sol approprié et la présence de

conditions climatiques favorables (Nouaim et al., 2002).
1.9. Domestication, amélioration variétale et multiplication végétative de I'arganier

L’arganier est encore considéré en termes de génétique comme une essence forestiere sauvage,
poussant naturellement en forét claire, et la culture d’arganier sous forme de verger moderne
n’est pas encore adoptée par les populations riveraines du sud-ouest marocain (Bani-Aameur,
2004). 1l est donc grand temps de prendre conscience que le changement de mentalité des
populations est la seule possibilité d’inverser la tendance destructrice actuelle (Bellefontaine,
2010). Au fil du temps, la domestication de 1’arganier a été pratiquée involontairement a travers
le semis naturel ou artificiel des clones performants dans les champs ou a proximité des villages.
Cette sélection peut étre considérée comme [’amorce d’une domestication. En effet, la
domestication de 1’arganier permettra non seulement de sauvegarder I’arganeraie d’un point de
vue écologique, mais aussi d’utiliser I’arganier en tant qu’arbre fruitier oléagineux pour la

production d’huile d’argan vierge dans des vergers modernes (propagation, plantation,
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itinéraire technique) (Nouaim et al., 2007). L’arganiculture permettrait de produire I’huile
d’argan en quantité suffisante et de protéger le paysage naturel de 1’arganier, d’augmenter les
revenus des femmes rurales et indirectement d’assurer 1’emploi pour les jeunes de la région
(Lybbert et al., 2002). En plus de la domestication, la sélection et 1’amélioration des arganiers
permettront de créer des variétés performantes mieux adaptées aux conditions du milieu et aux
besoins des populations. Au fil des siécles, les générations d’agriculteurs du sud-ouest marocain
vivant dans ’arganeraie ont exercé une certaine forme de sélection. En effet, plusieurs
caracteéres ont été remarqués par les femmes qui récoltent traditionnellement les fruits dont la
facilité de concassage des coques, la précocité a fournir des fruits en tout début de saison, le
calibre des fruits, la qualité fourragére de la chair des fruits et la spinescence (absence des
¢épines) des clones d’arganiers. De nos jours, les semis issus des fruits récoltés sur les tétes de
spécimens sélectionnés permettent d’estimer I’héritabilité des caractéres les plus prisés chez
I’arganier et de réaliser des vergers a graines performants pour [’arganiculture fruiticre
(Bellefontaine, 2010). Bien que I’amélioration génétique de 1’arganier demande des centaines,
voire des milliers d’années, les progrés accomplis dans le domaine des biotechnologies
modernes permettent de gagner énormément de temps, d’envisager sa domestication et de
prévoir I’avenir de I’arganeraie avec un certain optimisme. En effet, la multiplication des arbres
doit faire appel a une reproduction par voie végétative (marcottage, bouturage, greffage et
micropropagation in vitro), qui seule, permettra de conserver et de reproduire les
caractéristiques génétiques des arbres retenus pour leurs performances de productivité, de
résistance aux stress et aux maladies (Bousselmame et al., 2001 ; Nouaim et al., 2002 ;
Bellefontaine et al., 2010 ; Benbya et al., 2018 ; Benbya et al., 2019 ; Koufan et al., 2020 ;
Amghar et al., 2021 ; Benbya et al., 2021).

1.10. Promotion et valorisation de la filiere d’arganier

La filiere de I’arganier est caractérisée par une désarticulation des différents segments et une
répartition déséquilibrée des bénéfices entre I'amont et I'aval de la filiére dans la mesure ou la
valeur ajoutée est concentrée principalement dans les maillons terminaux de la filiere «
la production, la transformation et la commercialisation de 1’huile d’argane ». De ce fait, le
dysfonctionnement et la désarticulation des segments de la filiere de 1’arganier sont a I’origine
de la dégradation de I’arganeraie et représentent des contraintes du développement durable dans
la région du sud-ouest marocain. Dans I’objectif de développer la filiére d’arganier, une
stratégie nationale de sauvegarde de cette espéce a été élaborée. En effet, un contrat-programme

de développement de la filiere d’argane a eté signé, entre le gouvernement marocain et la
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Fédération Interprofessionnelle Marocaine de la Filiere d'Argane (FIMARGANE). Cette
stratégie de restructuration intégrée est fondée sur une planification participative, ascendante et
territorialisée visant la mise en cohérence des impératifs du développement inclusif, équitable
et durable de I’arganeraie avec le développement humain de la population riveraine de la région
du sud-ouest marocain (Bellefontaine et al., 2012). Le cott global de la mise en ceuvre du
programme pour la période 2011/2020 est estimé a 2,81 Milliard de dirhams dont 2,25 Milliard
de dirhams constitue la contribution de 1’Etat (Bellefontaine et al., 2012). Ce programme a pour
objectifs stratégiques : la réhabilitation de 200.000 ha d'arganeraie ; la plantation de 10.000 ha
de vergers dans les zones vulnérables pour I'arganiculture ; ’augmentation de la production
d'huile d’argan pour atteindre 10000 tonnes/an en 2020 (actuellement estimés a 4000 tonnes/an)
; la défense de la singularité du Label Maroc de I'arganier et de I'ensemble de ses produits et
dérivés sur le marcheé international ; I’amélioration et I’allégement des conditions de travail des
coopératives grace a I’investissement dans la mécanisation du processus d’extraction de 1’huile
; ’encouragement de 1’approche genre, 1'autonomisation économique des femmes rurales, le
lancement des actions d’alphabétisation et de formations continues et la commercialisation
d’huile d’argan dans le cadre du commerce équitable (CE). La mise en ceuvre du contrat-
programme s'inscrit dans le cadre de la collaboration et de la coopération entre I’Agence
Nationale de Développement des Zones Oasiennes et de 1’Arganier (ANDZOA), le Haut-
commissariat aux Eaux et foréts (HCEFLCD) et la Fédération Nationale des Ayant-Droits
Usagers de 1’Arganeraie (FNADUA) (Romagny et al., 2016). Le codt global de la mise en
ceuvre du programme pour la période 2011-2020 est estimé a 2,81 Milliard de dirhams dont
2,25 Milliard de dirhams constituent la contribution de I'Etat. Les faits majeurs du contrat
programme 2008-2020 sont la réhabilitation de 146.400 Ha d'arganier (73% de réalisation) ; la
plantation de plants d'argan (arganiculture) sur une superficie de 3.392 ha (34% de réalisation)
; ’homologation de 235 unités de valorisation d'argane ; la production de 5.640 tonnes par an
d’huile argane (55% de réalisation) ; I’exportation de 1.348 tonnes par an d’huile argane (34%
de réalisation) ; I’identification de 6 génotypes d'arganier et un pollinisateur; la création et
I’inscription de 6 variétés, la rentrée en production précoce, la large adaptation; la
sensibilisation de 8000 ayants droit ; I’organisation de 5 éditions du congres international de
I'arganier et le premier salon de l'arganier. Dans le cadre de la stratégie "Génération Green", le
Royaume du Maroc compte, d’ici 2030, miser sur I’arganiculture a travers la plantation de
50.000 hectares d’arganier. En effet, il sera procedé a la poursuite de la mise a niveau du secteur
de ’arganiculture a travers notamment le lancement d’autres projets de développement dans le
but d’atteindre un objectif cumulatif de 400.000 ha (Sinsin et al., 2020).
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I1. Détermination et caractérisation des feuilles et graines d’arganier (Argania spinosa (L.)

Skeels) selon ’origine géographique

La chimie analytique est la partie de la chimie qui concerne l'identification de composés
chimiques ou/et la caractérisation des structures moléculaires qualitatives ou semi-quantitatives
dont dépendent le plus souvent les propriétes biologiques des échantillons organiques (Skoog
et al., 2013). Depuis Antoine Lavoisier (1743-94), le pere fondateur de la chimie moderne, une
des premieres préoccupations de la chimie a été de déterminer les produits dont sont composés
tous les corps. En effet, plusieurs recherches ont été effectuées pour la mise au point des
méthodes et instruments pour diviser les corps complexes en composes élémentaires, puis
identifier et caractériser ces composeés issus de cette decomposition (Blyuktiryaki et al., 2020).
Au cours de ces derniéres années, les méthodes de separation (chromatographie sur couches
minces (CCM); chromatographie en phase gazeuse (CPG); chromatographie liquide
(HPLC) et électrophorese), les méthodes d'identification (spectrofluorométrie, spectrométrie
UV-visible, spectrométrie IR, spectrométrie de masse et spectrométrie de résonance
magnétique nucléaire (RMN)) et les méthodes de dosage basées sur les propriétés physiques
des composés ont connu une progression rapide et un extraordinaire essor (Wei et Zeng, 2011).
La spectroscopie est une technique tres sélective qui permet l'identification et la caractérisation
d’informations trés importantes sur I’organisation et la conformation de la maticre, ainsi que
sur les interactions inter- et/ou intra-moléculaires, etc. (Biémont, 2015). Cette technique permet
également de donner pour un codt relativement faible des résultats rapides, fiables et surtout
sans limite du nombre d'échantillons analysés. C’est une technique potentielle pour
l'authentification des produits et la tragabilit¢ des échantillons selon 1’origine géographique

(Karoui et al., 2005).
I1.1. Spectroscopie

La spectroscopie constitue un domaine a part entiére de la physique fondamentale et de la
chimie analytique. C’est une méthode d'analyse fondée sur 1’étude expérimentale qui permet
la décomposition du spectre d'un phénomene physique sur une échelle d'énergie selon la
fréquence ou la longueur d'onde, etc (Sharma, 2007). Les techniques de spectroscopie sont des
méthodes instrumentales de caractérisation qualitative et quantitative qui peuvent étre une
alternative extrémement efficace aux méthodes classiques (Brooker et Simpson, 1951). Les
instruments d’analyse de la spectroscopie, appelés spectroscopes (le suffixe « -scopie » faisant
référence a l'observation visuelle) ou spectrometres (le suffixe « -métrie » faisant réference a

I'enregistrement d'un signal par un appareil) ont connu un développement remarquable avec

28



Premiére partie : Revue bibliographigue

I’évolution de 1’électronique et de 1’informatique (Morris et al., 2005). Les techniques de
spectroscopie qualitatives fournissent des informations sur la nature des especes atomiques ou
moléculaires ou encore des groupes fonctionnels présents dans un échantillon ; les techniques
quantitatives, quant a elles, fournissent des informations sur la concentration et la pureté d’un

ou plusieurs composants inorganiques ou organiques (Skoog et al., 2015).
11.1.1. Principe et techniques de la spectroscopie

La spectroscopie, ou spectrométrie représente une technique de mesure scientifique qui repose
sur l'analyse du rayonnement émis, absorbé ou diffusé par une substance et la décomposition
de son signal d'excitation sur une échelle d'énergie (fréquence ou longueur d'onde, etc) (Kalsi,
2007). L'excitation peut étre générée par une onde électromagnétique ou par un faisceau de
particules (électrons, protons, etc.) et les propriétés de I'ensemble des molécules d'un milieu
peuvent étre déduites a partir d'enregistrement des fréquences des spectres d'absorption
(spectroscopie d'absorption), des spectres d'émission (spectroscopie d'émission), d'une
fragmentation ou de modifications chimiques (Crews et al., 2010). Des caractéristiques
complémentaires de la substance étudiée peuvent souvent étre obtenues a partir d'étude de

plusieurs domaines spectraux (UV, visible, infrarouge, RMN, ...) (figure 6) (Kortlim, 2012).

X-rays ULtrOvioLet/ Infrarouge /M'cro-onde Radio fréquence
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Figure 6. Portion du spectre électromagnétique présentant un intérét pour les applications
analytiques (Hollas, 2004).

11.1.1.1. Techniques de spectroscopie

Les techniques de spectroscopie peuvent étre divisées en deux grandes classes : la spectroscopie
photonique qui repose sur 1’étude de I’interaction d’une onde électromagnétique avec la
lumiere, et la spectroscopie des particules (Lambert et al., 2014). Dans la premiere classe, on
trouve la plupart des méthodes spectroscopiques présentant un intérét analytique pour le

contr6le rapide (Siesler et al., 2008). La seconde classe est essentiellement représentée par la
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spectrométrie de masse et les méthodes dérivées, qui portent sur 1’étude du rapport

masse/charge de molécules ou fragments de molécule ionisées (Hollas, 2004 ; Bertrand, 2006).
11.1.1.2. Domaines spectraux du rayonnement électromagnétique

Le spectre électromagnétique est généralement divisé comme le montre la figure 7 en diverses
régions en fonction de la longueur d’onde des radiations. Ainsi, on trouve les rayons Gama y
qui sont les plus énergétiques, les rayons X, I'ultraviolet UV, le visible, I’infrarouge (IR), les
micro-ondes et les ondes radiofréquences (Yadav, 2013). A chaque région, on peut associer un
type de transition atomique ou moléculaire différent mettant en jeu des énergies différentes
(Kemp, 2017).
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Figure 7. Domaines spectraux du rayonnement électromagnétique (Dalibart et Servant,
2000).

11.1.1.3. Radiations électromagnétiques

Les radiations électromagnétiques ont une double nature ondulatoire et quantique. La plupart
des propriétés du rayonnement infrarouge peuvent étre décrites a I’aide d’un modéle dans lequel
il est assimilé a une onde sinusoidale (figure 8) (Genot et al., 2014). La principale
caractéristique ondulatoire du rayonnement est sa fréquence de vibration v, exprimée en Hertz.
Elle est reliée a la longueur d’onde A (la distance parcourue pendant un cycle complet) par
I’équation :

A=clh

Avec : ¢ : la célérité de la lumiere (3.108 m.s-1).
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Figure 8. Nature et propagation d 'une onde électromagnétique (Tural chuk et al., 2015).

Les fréquences de vibration sont également reliées aux nombres d’ondes ¢ (cm™), wavenumber

en anglais, par la formule :
o=14=vL

L’approche quantique permet la description des interactions énergétiques avec la maticre au
niveau moléculaire. Une radiation lumineuse ou ondes électromagnétiques (EM) présentent un
caractere corpusculaire lors de leurs interactions avec la matiére. Dans ces cas, le rayonnement
EM se comporte comme étant constitué de corpuscules ou quanta d'énergie (grains d'énergie)
appelés photons. Ces photons possedent la propriété de transporter une quantité d’énergie finie,
liée a la fréquence de la radiation. En effet, I'énergie E et la quantité de mouvement p des

photons sont reliés a la longueur d'onde A du rayonnement par les relations de de Broglie :
E=hvetp=h/i

Avec :

h =6.626 10-34 J/s : est la constante de Planck ;
v : est la fréquence du rayonnement et 1 est la longueur d'onde.

Le modele quantique permet aussi de justifier ’absorption partielle ou compléte de 1’onde
¢lectromagnétique par la matiere (Penner, 2017). En effet, I’énergie absorbée ou émise par

molécule peut en premiére approximation étre décomposée en trois composants indépendants :
Etot Eelec + EVIb + Erot

Avec :

Eelec : €nergie électronique ;

Evib : énergie vibrationnelle, associée aux mouvements des atomes autour de leur position
d’équilibre sans mouvement d’ensemble

Erot : énergie rotationnelle, associée aux mouvements de rotation de la molécule autour
d’un axe passant par le centre d’inertie.
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Toutes ces énergies sont quantifiées et la différence entre deux niveaux électronigues,

vibrationnels ou rotationnels ne sont pas du méme ordre de grandeur :
Erot << Evib << Eelec

Avec I’ordre de grandeur suivant :

A Eelec = 150 & 2400 KJ.mol® ;
A Evin =5 a 150 KJ.mol? ;
A Erot = 1,2 é. 5 K\].mOI-l.

Pour le domaine de I'UV et du visible, les transitions d’énergie observées sont de type
électronique. En effet, l'interaction lumiere-matiére permet I'absorption de I'énergie lumineuse
qui fait passer des ¢électrons d’une molécule d’un état fondamental, stable, a un état de plus
haute énergie, instable (figure 9). Une fois un état excité instable atteint, la molécule retourne
rapidement a son état fondamental, en restituant I'énergie en excés au milieu, soit sous forme
de lumiére (luminescence), soit sous forme de chaleur ou sous forme de fluorescence (Siesler
et al., 2008). Pour le domaine de I'IR, les transitions d’énergic observées sont de type
vibrationnel, ¢’est-a-dire que chaque transition de vibration est accompagnée de plusieurs
transitions de rotation distinctes qui peuvent étre définies comme 1’étude de I’interaction des

ondes électromagnétiques et de la matiére (Banwell, 1983).

Hyper- Infra-rouge Visible
fréquence Uv
état
électronique E,
Transition Transition Transition
Rotationnelle Vibrationnelle ¢lectronique
>états vibrationnels
E1
E> états rotationnels

E, (Niveau fondamental)

Figure 9. Spectres électromagnétiques et les différentes transitions electroniques associées
(Biémont, 2015).
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11.1.2. Applications de la spectroscopie

Les techniques de spectroscopie sont utilisées dans de nombreux domaines des sciences
fondamentales et appliquées car elles permettent l'identification de la composition chimique
d'une espece déterminée et également I'obtention de renseignements pertinents sur la structure
de la matiére étudiée et sur les conditions physiques de la source émettrice du rayonnement
(Hollas, 2004 ; Crews et al., 2010). De nos jours, les applications de la spectroscopie sont
multiples et variées dans pratiquement toutes les disciplines scientifiques et technologiques a
savoir I’industrie, 1’énergie, la médecine, la biologie, I’environnement, et 1’astronomie etc.
(Siesler et al., 2008 ; Baranska, 2013). En outre, la spectroscopie a bénéficié, durant les
derniéres décennies, de progres considérables réalisés dans des domaines de la physique tres
divers comme le développement des lasers et la technologie des détecteurs. Elle constitue
désormais un outil d'investigation extrémement puissant et incontournable pour I'étude des

caractéristiques structurales et des propriétés radiatives des molécules (Biémont, 2015).
11.2. Spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge, ou spectroscopie IR, est une classe de spectroscopie qui a été
découverte par Frédéric Wilhelm Herschel en 1800. Elle traite de la partie infrarouge du spectre
électromagnétique et recouvre plusieurs types de techniques, la plus commune est la

spectroscopie d'absorption (Hollas, 2004).
11.2.1. Principe et techniques de la spectroscopie infrarouge

Le principe de la spectroscopie infrarouge est basé sur 1’interaction d’un rayonnement IR par
transmission ou par réflexion avec la matiére, puis la détection et l'analyse des données
spectrales (Siesler et al., 2008 ; Penner, 2017). La spectroscopie d’absorption est une méthode
analytique quantitative et qualitative qui consiste & mesurer I'absorbance A, la transmittance T

ou la densité optique d'une substance chimique donnée, généralement en solution :
A=—log (T)=-1log (I / lo)

Avec :

T : latransmittance : T=1/1o;
| : Uintensité lumineuse mesurée apres traversée de la solution ;
lo : Uintensité lumineuse de référence, déterminée lors de |’étalonnage de [’appareil.

Par ailleurs, la loi de Beer-Lambert établie la relation entre I’absorbance d'une matiére (liquide,
solide ou gazeuse), sa concentration et la longueur de la cuve :

A=¢gyxlxc
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Avec :

A : "absorbance sans unité |

€ (1) (Epsilon) : le coefficient d'atténuation ou d’extinction molaire ou d'absorptivité
propre a I'entité chimique (constante) en I.mol t.cm™t;

| : la longueur de la cuve en cm ;

¢ : la concentration de I'entité chimique en mol.I"* .

La spectroscopie vibrationnelle infrarouge exploite le fait que chaque molécule possede une
fréquence spécifique pour laquelle elle absorbe la lumiére infrarouge a des longueurs d’onde
caractéristiques et vibre en correspondance avec un niveau d'énergie discret (mode vibrationnel)
(Stuart, 2006). Les fréequences de résonance sont déterminées par la forme des surfaces
d'énergie potentielle, les masses atomiques et par la force des liaisons chimiques. Les
modifications permanentes du dipdle permettent d’activer dans l'infrarouge le mode
vibrationnel dans une molécule. Dans les approximations simples de Born-Oppenheimer,
lorsque le hamiltonien moléculaire correspondant a I'état fondamental électronique peut étre
compareé a un oscillateur harmonique idéal liant les deux masses a ses extrémités au voisinage
de la géométrie moléculaire d'équilibre, les fréquences de résonance sont déterminées par les
modes normaux correspondant a la surface d'énergie potentielle (figure 10). Néanmoins, ces
fréquences peuvent étre dans une premiere approche liée a la force de liaison, et aux masses
atomiques de terminaison. Donc, la fréquence des vibrations peut étre associée a une liaison

particuliére (Siesler et al., 2008).

Oscillateur
Molécule équivalent

k ~ k
. @ WWW— . %—WWW‘—O Z
Figure 10. Modele d'oscillateur harmonique d 'une molécule diatomique (Delaire et al., 2016).

Les molécules diatomiques qui n'ont qu'une seule liaison peuvent osciller autour de leur position
d’équilibre avec une fréquence donnée par la loi de Hooke vo et leur seule liaison peut étre
étirée. Lorsque cette molécule diatomique est soumise a 1I’action d’une onde €électromagnétique
caractérisée par la fréquence v, elle absorbe la lumiere infrarouge et vibre en correspondance
(phénoméne de résonance) lorsque : v = vo. En effet, cette énergie vibrationnelle de la liaison

est calculée par la relation suivante :

Ev=hv(v-1/2)
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Avec :

vo : la fréquence donnée par la loi de Hooke vo = 1/2z \ (K/p) ;

k : la constante de force de la liaison en dynes.cm™ (1 Newton = 105 dynes) ;
M : la masse réduite en g (m1.m2 /m1+m2) ;

v . un entier positif ou nul appelé nombre quantique vibrationnel.

Les molécules polyatomiques les plus complexes ont beaucoup de liaisons, et les vibrations
peuvent étre conjuguées, ce qui conduit a des absorptions infrarouges a des fréquences
caractéristiques qui peuvent étre liées a des groupes chimiques. Ainsi par exemple, les atomes
d'un groupement CHa, que I'on trouve communément dans les composés organiques peuvent
vibrer de six manieres différentes (figure 11) : Les vibrations d’élongation ou étirements

(stretching) symétriques (vs) et antisymétriques (vas), les vibrations de déformation dans le plan

(cisaillement (scissoring), bascule (rocking)), hors du plan (agitation (wagging) et torsion
(twisting)) (Biémont, 2015).

Vibration d’élongation (de valence)

= =
s S
= =

Symétrique Asymétrique

Vibration de déformation

Dans le plan Hors du plan

g
=

Asymétrique Asymétrique
Rotation plane

Symétrique Symétrique

Figure 11. Modes de vibration d’élongation et de déformation du groupement CH2 des
molécules polyatomiques (Biémont, 2015).
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L’¢établissement du spectre infrarouge d'un échantillon repose sur le passage d’un faisceau de
lumiére infrarouge au travers de cet échantillon. La quantité d'énergie absorbée a chaque
longueur d'onde est obtenue a travers I'examen de la lumiére transmise. Cette analyse spectrale
peut se faire avec un faisceau monochromatique, une modification de la longueur d'onde dans
le temps, ou en utilisant un instrument a transformée de Fourier qui permet de mesurer toutes
les longueurs d'onde simultanément. Les spectres peuvent étre produits en absorbance ou en
transmittance, en indiquant leurs longueurs d'onde d'absorption. L'analyse de ces
caractéristiques permet d’indiquer les détails de la structure moléculaire de 1'échantillon
(Hollas, 2004). Cette technique fonctionne exclusivement sur les échantillons présentant des
liaisons covalentes. Plus les degrés de pureté des échantillons sont élevés et leurs liaisons
actives faibles, plus les spectres simples sont obtenus dans l'infrarouge. De ce fait, plus les
structures moléculaires sont complexes plus le nombre de bandes d'absorption augmente et
donc les spectres deviennent plus complexes. Cette technique a cependant été utilisée pour la

caractérisation de melanges trés complexes (Siesler et al., 2008).
11.2.2. Types de spectroscopie infrarouge

Le domaine infrarouge du spectre électromagnétique est localisé entre la région du spectre
visible et la région du spectre micro-onde et s’étend de 14000 a 10 cm™. Il est arbitrairement
sous divisé en trois catégories selon la fréquence ou la longueur d’onde : le proche, le moyen
et le lointain infrarouges, nommeés en relation avec le spectre visible. L'infrarouge lointain (le
moins énergétique) qui s'étend de 400 a 10 cm™ (25 - 1000 um) est utilisé pour étudier la
spectroscopie rotationnelle. Le moyen infrarouge (MIR) allant de 4000 & 400 cm™ (2,5 — 25
pum) est utilisé pour étudier les vibrations fondamentales et la structure vibrationnelle associée.
Le proche infrarouge (PIR), plus énergétique, couvre le domaine spectral de 14000 a 4 000 cm”
1(0,75 - 2,5 um) et peut exciter les vibrations harmoniques (Siesler et al., 2008). Ainsi, les
classifications et dénominations de ces catégories ne sont pas basées sur des divisions strictes
ou sur des propriétés moléculaires ou électromagnétiques exactes mais, ce sont essentiellement
des conventions (Hollas, 2004 ; Mesplede, 2013).

11.2.3. Spectroscopie moyen infrarouge

En infrarouge, la partie du spectre, dont les longueurs d’onde du faisceau lumineux qui
traversent I’échantillon sont comprises entre 2,5 et 25 um (moyen infrarouge (MIR)), est la plus
riche en informations. Les bandes d'absorption observées dans le MIR sont principalement

associées a des transitions vibrationnelles fondamentales (mouvements internes de la molécule)
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des liaisons de valence (v) de groupes fonctionnels d'une molécule car le rayonnement absorbé
n’est pas assez énergétique (0,5 eV < E < 0,02 eV). Ces transitions vibrationnelles sont
caractérisées par leur bande d’absorption qui est propre a chaque liaison covalente. Ainsi,
I’obtention d’un spectre d’analyse varie en fonction de la longueur d’onde et de I’intensité du
faisceau émis. Les spectres MIR de nombreuses liaisons et molécules sont d'ores et déja connus
et leurs valeurs sont rassemblées dans un tableau sous forme de nombre d’ondes, fréquences et

intensités observées pour divers modes de vibration (tableau 2) (Karoui et al., 2010).

Tableau 2. Valeurs en nombre d’ondes, fréquences et intensités observées pour divers modes
de vibration en spectroscopie infrarouge (Servant et al., 2011).

Liaison Nombre d‘onde cm? Intensité
O-H (alcool libre) Elongation 3580 - 3670 F, large
O-H (alcool lié) Elongation 3200-3400 F, large
N-H (amine) Elongation 3100 - 3500 m
C-H (Cdigonar) Elongation 3300 - 3310

C-H (Ctrigonal) Elongation 3000 - 3100 mou f
C-H (aromatique) Elongation 3030 - 3080 m
C-H (Ctétraonal) Elongation 2800 - 3000 m
C-H (aldéhyde) Elongation 2750 - 2900

O-H (acide carboxylique) Elongation 2500 - 3200 m
C=C;C=N Elongation 2100 - 2250 Fam, large
C=0 (anhydride) Elongation 1700 - 1840 Foum
C=0 (chlorure d'acyle) Elongation 1770 - 1820 F, 2 bandes
C=0 (ester) Elongation 1700 - 1740 F
C=0 (aldéhyde et cétone) Elongation 1650 - 1730 F
C=0 (acide) Elongation 1680 - 1710 F
Cc=C Elongation 1625 - 1685 F
C=C (aromatique) Elongation 1450 - 1600 I\ga(r? d(()al;)4
N=0 Elongation | 1510-1580 et 1325-1365 | F, 2 bandes
N-H (amine ou amide) Déformation 1560 - 1640 Foum

Avec : F : forte ; m : moyenne ; f : faible.
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11.2.4. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les instruments de la spectroscopie infrarouge (IR) qui reposaient sur des prismes pour agir
comme des éléments dispersifs sont disponibles dans le commerce depuis les années 1940, mais
au milieu des années 1950, des réseaux de diffraction avaient été introduits dans des machines
dispersives. A cette époque, la spectroscopie infrarouge (IR) s'est avérée comme un outil
puissant pour étudier les molécules biologiques. En effet, dans le domaine de I'agroalimentaire,
la spectroscopie moyen infrarouge (MIR) a été moins employée pour des mesures en ligne que
le PIR. Ceci est expliqué par le fait que I'eau (constituant majeur des produits alimentaires)
contribue fortement au spectre MIR (Siesler et al., 2008). Cependant, les progres les plus
significatifs de la spectroscopie infrarouge sont survenus avec I'avénement des spectrometres a
transformée de Fourier (IRTF). Ce type d'instrument utilise un interféerométre et exploite le
processus mathématique bien établi de la transformation de Fourier (figure 12). La
spectroscopie FTIR a considérablement amélioré la qualité des spectres IR et minimisé le temps
nécessaire pour obtenir les données. De plus, avec les améliorations apportées aux outils
informatiques ces dernieres années, la spectroscopie IR a fait de grands progres. En effet, la
spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) a permis ces dernieres années
I’obtention d’informations intéressantes sur les ¢éléments organiques, notamment la
composition moléculaire qualitative ou semi-quantitative (les liens chimiques et les structures
moléculaires) des matériaux organiques (protéines et des lipides) (Fan et al., 2012). Elle permet
¢galement d’analyser les contaminations, les couches minces, les revétements et les films

mono-moléculaires (Nandiyanto et al., 2019).

=——= wiroirdesortie

Allers-retours
H du rayon
pour augmenter
la distance totale

[ ) Miroird'entrée

[ Cavité de Fabry-Pérot

Laser ’ -
Lame séparatrice [ E |
de faisceau

Détecteur

Figure 12. Principe de la spectroscopie IRTF selon le diagramme schématique de
I'interférometre de Michelson (Jaggi and Vij, 2006).
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11.2.5. Réflectance totale atténuée

La réflectance totale atténuée, ou ATR de l'anglais (Attenuated Total Reflectance) est une
technique en spectroscopie infrarouge, ou plus précisément spectroscopie infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF), basée sur le principe optique de la réflectance ou le phénomeéne
de réflexion, permettant de déterminer les liaisons chimiques d’un échantillon, lorsqu’un
faisceau passe d’un milieu dense a un milieu moins dense (Thomasson et Morgan, 2014). Le
milieu dense utilisé en ATR est un cristal d’indice de réfraction élevé comme le séléniure (Se),
le zinc (Zn), le silicium (Si) ou le germanium (Ge) (figure 13). Le milieu moins dense déposé
sur la lame cristalline est I’échantillon a analyser (Ribeiro, 2006). Ainsi, lors de la réflexion
totale du faisceau incident de la lame cristalline (milieu dense) a 1’échantillon (moins dense), il
y a perte d’intensité du signal due a une pénétration d’onde dans le milieu moins dense, et donc
une diminution de cette réflexion totale. L’onde qui pénétre dans 1’échantillon a analyser
(milieu moins dense) est appelé 1’onde évanescente. La profondeur de pénétration dépend des
indices de réfraction des deux milieux, de la longueur d’onde utilisée et de I’angle du faisceau
incident par rapport a I’interface (Rodriguez-Saona et al., 2006). Le développement de la
technique de réflexion totale atténuée (ATR) s’est révélé trés utile pour 1’acquisition des
spectres MIR de différents types d’échantillons. L’accessoire ATR ne nécessite que tres peu de
préparation de I’échantillon et permet d'analyser directement aussi bien des échantillons solides,
liquides ou viscoélastiques (pateux). Il permet €également d’enregistrer des spectres infrarouges

a différentes températures entre 20 et 200°C (Garside et Wyeth, 2003).

| | Echantillon
Interféromeétre Rl >\~ == Détecteur
Cristal
Champ
évanescent ' Echantillon
Cristal
Faisceau IR

Figure 13. Mode de la réflexion totale atténuée (ATR) de la spectroscopie IRTF. A : Schéma
d'un montage avec un éclairement ATR a multiples réflexions ; B : Détails de [’éclairement de
[’échantillon par un champ évanescent généré a [’interface cristal/échantillon par une
réflexion totale atténuée du faisceau inrarouge (Lam et al., 2019).
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11.3. Chimiométrie

La chimiométrie, ou chemometrics en anglais, est une discipline associant 1’acquisition, la
validation et le traitement de données dans le domaine de la chimie analytique (Bertrand, 2006).
La chimiométrie rassemble et développe des traitements mathématiques du signal et les
méthodes statistiques pour extraire I’information structurée et interprétable présente dans des
données spectrales (Workman et al., 1996). Le développement des méthodes analytiques et
particulierement celles qui sont basées sur les techniques spectroscopiques est intimement lié
aux progres chimiométrique et informatique. En effet, 1’évaluation et I’analyse des données
spectrales complexes présentant de faibles différences nécessite 1’emploi de méthodes
chimiométriques ; démarche pratiquée avec succes dans le domaine de la spectroscopie
infrarouge depuis de nombreuses années (Siesler et al., 2008). L’application de ces outils
statistiques sur des collections de données renfermant plusieurs variables mesurées pour un
grand nombre d’échantillons permet d’extraire I’information pertinente et de conclure sur le
niveau de signification statistique des faibles différences spectrales observées (Kemsley et al.,
2019). Les méthodes chimiométriques peuvent avoir comme objectifs principaux soit la
description et la classification des données sous forme synthétique, soit 1’étalonnage au
laboratoire (ou modélisation) ou toutes les mesures de variables doivent étre réalisées et ou le
modele de prédiction est calculé, soit la prédiction (ou estimation) et validation des modéles
(Lavine et Workman, 2013).

11.3.1. Prétraitements appliqués aux spectres

Les données spectrales brutes, telles qu’elles sont acquises par un spectrométre, ne revétent pas
obligatoirement la forme la plus adaptée aux traitements chimiométriques ultérieurs. Elles
peuvent étre entachées d’anomalies liées a des effets perturbateurs a cause de la présence d’un
bruit aléatoire ou a des déformations de la ligne de base. Les prétraitements ont pour objectifs
la compensation de ces effets perturbateurs, I’amélioration du signal et la condensation des
données. Parmi les prétraitements les plus utilisés, on peut citer la déviation normale
standardisée (SNV), les lissages et les dérivées (Bertrand and Vigneau, 2006). La méthode «
SNV » (Standard Normal Variate) est une transformation de normalisation par la déviation
standard. Cette technique est appliquée a chaque spectre pris séparément sans référence a
I'ensemble des échantillons de calibration. Contrairement aux autres méthodes, elle est
indépendante de I'ensemble des spectres utilisés pour I'analyse quantitative (Barnes et al.,
1989). En effet, pour un spectre d'absorbance S constitué de w longueurs d'onde, la moyenne

des absorbances de S notée a est :
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Avec :

ai : I'absorbance a une longueur d'onde i.

Celle-ci est retranchée a I'absorbance sur chaque longueur d'onde i. C'est I'étape de centrage des
données. Finalement, pour obtenir I'absorbance corrigée a la longueur d'onde i (SNVi), on

norme par la déviation standard des absorbances du spectre S :

22 (ai - a7
SNV, = (ai- @) /A

w—1

Pouri=1...w

Cette transformation a permis d'améliorer les résultats de nombreuses analyses quantitatives.
Les variations de signal dues aux phénomenes physiques diminuent laissant apparaitre les
informations chimiques. Sur les spectres MIR, il est commun d'observer des lignes de base
incurvées. Cette déformation nuit souvent a 1’analyse quantitative. Afin de redresser les lignes
de base, une modification de la SNV appelée « SNVD » (SNV Detrending) est proposée. Ainsi
pour chaque spectre la correction SNV est toujours appliquée mais la ligne de base est redressée
par un polyndéme du second degré. L'équation du polynéme est obtenue par minimisation des

moindres carrés (Barnes et al., 1994).
11.3.2. Méthodes exploratoires : Analyse en Composantes Principales

L’Analyse en Composantes Principales (ACP), ou principal component analysis (PCA) en
anglais, fait partie du groupe des méthodes descriptives multidimensionnelles appelées
méthodes factorielles (descriptives, non supervisées), elle constitue un domaine important de la
chimiométrie. L’ACP est une méthode statistique exploratoire qui ne s’appuie pas sur un
modele probabiliste, mais sur un modele géométrique. Elle a comme objectif de décrire,
d'analyser et de visualiser un nombre de données important, contenant des individus décrits par
plusieurs variables quantitatives, sans introduire d’éléments de connaissance. Avant de
commencer une étude quantitative, il faut observer les données spectrales pour apprécier leur
structure et détecter, par exemple, la présence d’un spectre aberrant. L’ACP propose des
représentations géométriques de ces objets et de ces variables organisées sous forme d’un
tableau rectangulaire de données comportant les valeurs de p variables quantitatives pour n
objets, unités, individus ou observations (Workman et al., 1996). Pour les variables, on
cherchera quelles sont celles qui présentent une corrélation positive plus ou moins forte, et
celles qui, au contraire, sont corrélées négativement. Elle calcule de nouvelles variables,

appelées composantes principales qui sont des combinaisons linéaires des variables initiales.
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Ces composantes principales, mutuellement orthogonales, sont les directions de 1’espace selon
lesquelles les individus sont les plus dispersés (Wold, 1987). L’objectif de I’analyse étant la
simplification, il faut donc choisir la dimension de I’espace de représentation en effectuant un
compromis entre deux objectifs contradictoires : prendre un espace de faibles dimensions et
conserver une variance expliquée maximale. La premiére composante choisie doit donc étre la
combinaison linéaire des variables d'origine décrivant la droite d'allongement maximum du
nuage. Les autres composantes doivent étre orthogonales aux composantes précédentes et
respecter la regle de description de lI'allongement maximum (Sarmiento et al., 2011). L’ACP
est une méthode exploratoire particulierement adaptée a la spectroscopie. En effet, lorsque les
données de départ sont des spectres infrarouges, elle projette les données spectrales dans un
espace de représentation de faibles dimensions de telle sorte que les vecteurs propres associes
aux composantes principales apparaissent comme analogues a des spectres de produits purs, et
les coordonnées factorielles comme analogues a des concentrations. Enfin, I’ACP est une
méthode descriptive qui sert d’une part a mieux connaitre les données sur lesquelles on travaille,
puis a détecter d’éventuelles valeurs suspectes, et enfin a aider a formuler des hypothéses qu’il
faudrait étudier a 1’aide de modéles et d’études statistiques inférentielles (Movasaghi et al.,
2008).

I1.4. Avantages et inconvénients de la spectroscopie infrarouge

11.4.1. Avantages de la spectroscopie IRTF

La spectroscopie IRTF a plusieurs avantages par rapport aux autres méthodes de spectroscopie

dispersives a savoir :

- Méthode non destructive : possibilité d’analyser des produits solides et liquides a 1’état pur
(I’échantillon n’a pas besoin d’étre préparé) contrairement a la spectrométrie a balayage
(dispersif) ;

- Outil trés utile : absorption de la lumiére infrarouge moyenne par la majorité des molécules
de ’univers ;

- Haute sensibilité : acquisition simultanée de lI'information de toutes les longueurs d'onde ;

- Instruments simples et faciles a manipuler ;

- Moindre sensibilité a la lumiére parasite : élimination de la lumiére parasite et un rapport
signal sur bruit plus élevé ;

- Meilleure précision sur les longueurs d'onde : avantage de Connes ;

- Détermination du débit de I'interféeromeétre uniqguement par le diamétre du faisceau collimaté

en provenance de la source, augmentant la quantité de lumiere qui passe a travers ;
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- Donnees riches en informations biochimiques ;

- Haute résolution spectrale ;

- Temps d’analyse trés court : temps de balayage plus court pour une résolution donnée ;
- Technique universelle et relativement peu colteuse ;

- Reproductibilité et fiabilite.
11.4.2. Inconvénients de la spectroscopie IRTF

- Pas d’utilisation des techniques de filtrage électronique avancées, impliquant un rapport
signal sur bruit inférieur a celui des techniques dispersives ;

- Gamme spectrale restreinte ;

- Certaines limitations dues a la chambre d'échantillonnage en raison de sa taille relativement
petite ;

- Obstruction du faisceau infrarouge par les pieces montées donnant lieu a des spectres
complexes. Seuls les petits objets comme les anneaux peuvent étre testés ;

- Impossibilité de détecter les atomes ou les ions monoatomiques (les entités atomiques
contenant aucune liaison chimique) ;

- Impossibilité de détecter les molécules composées de deux atomes identiques symétriques
tels que N2 ou O2;

- Difficulté d’analyse des solutions aqueuses, 1'eau €tant un puissant absorbeur d'IR ;

- Absorption compléte du rayonnement infrarouge par plusieurs matériaux impliquant

I’impossibilité d’obtenir un résultat fiable.
I11. Techniques de restauration de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels)

La multiplication de I'arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) peut étre faite soit par voie sexuée
(graines) soit par voie asexuée ou végétative (séparation de drageons, marcottage, bouturage et
greffage). Par ailleurs, en plus de ces techniques traditionnelles, la culture in vitro « micro-
propagation » est également possible (Bousselmame et al., 2001). Cette technique est basée sur
la régénération d’une plante entiere a partir de la mise en culture d'explant (cellules ou tissus
vegetaux) en milieu nutritif artificiel et en conditions axéniques controlées. Elle peut se faire
par organogénese, embryogénese somatique, culture de protoplastes, culture de méristémes,
haplodiploidisation, etc. Cependant, lorsqu'elle est initiée a partir d'un matériel juvénile, elle
présente les mémes inconvénients que la multiplication par graine, a savoir la non-conformité

avec les génotypes meéres (Nouaim et al., 2007 ; Bellefontaine, 2010).
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I11.1. Multiplication de I’arganier par voie sexuée et asexuée

111.1.1. Multiplication par voie sexuée ou semis

La multiplication par voie sexuée fait intervenir deux structures reproductrices issues de la
méiose, cellules reproductrices (gamétes) a n chromosomes. La fécondation ou I’union aléatoire
du pollen (gaméte male) avec 1’ovule (gaméte femelle) donne naissance a un ceuf diploide
(zygote a 2n chromosomes). L’ceuf, puis la nouvelle plante, possede la méme quantité
d’information génétique que ses deux parents et les nouvelles paires de chromosomes
homologues présentent donc une nouvelle recombinaison allélique due a la fusion aléatoire des

gametes (Bhat et Swamy, 2004).
II1.1.1.1. Multiplication par semis de I’arganier

La multiplication par semis (générative ou sexuée) est un mode par lequel I’arganier se régénére
naturellement. Dans la forét, il se fait par le biais des graines qui tombent naturellement au sol
sous les arbres et dont la germination est fortement liée aux conditions édapho-climatiques de
la zone. Dans les pépiniéres forestieres, la multiplication par semis est la plus utilisée pour la
production de plants d’arganier destinés aux reboisements forestiers. En effet, ce mode de
multiplication est simple, relativement facile et offre une descendance trés diversifiée (Nouaim
et Chaussod, 1994). Cependant, 1’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) subit I’aridité de son
milieu ou il n’est pas rare que les périodes de sécheresse couvrent plusieurs années consécutives
(Peltier, 1983). Il subit également la pression accélérée et grandissante des actions anthropiques,
avec l'exode rural et I’urbanisation rapide et anarchique des plaines ainsi que les effets
dévastateurs des coupes affouagéres en bois de chauffage et du surpaturage causé par les
troupeaux caprins et camelins locaux et des grands transhumants broutant le feuillage et les
fruits en montagne (De Waroux, 2013a). En raison de cette destruction, 1’arganier ne se
régénere ni naturellement par semis sous I’arbre, ni de fagon artificielle en plantations, sauf
exceptionnellement en bordure d’oueds ou dans des endroits trés protégés notamment dans les
tapis denses d’euphorbes, et sous les rares jujubiers épineux qui subsistent dans les sous-bois
(Mellado, 1989). Par ailleurs, la régénération de I’arganier par semis naturel est pratiquement
absente a cause du ramassage excessif et quasi systématique des fruits, du broutage par le bétail
des rares plantules issues de la germination des noyaux restant mais aussi, a cause des
conditions du milieu défavorables a la germination spontanée des noyaux et a 1’établissement
des plantules (M'hirit, 1989). Pour remedier a cette situation, la régénération artificielle par

I’¢levage en pépinicre et la transplantation de jeunes plants d'arganier a ét¢ entreprise dans
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plusieurs perimetres de reboisement. En revanche, les plantules produites en pépiniére par semis
de noyaux entiers sont hétérogénes et leur taux de levée est tres faible (Bouzoubaé et Mousadik,
2003 ; Alouani et Bani-Aameur, 2014). Ce faible rendement est di d’une part a I'effet combiné
de la non-viabilité et de la dormance des semences (tégumentaire et embryonnaire) et d’autre
part a la fonte de semis en pré-émergence et en post-émergence attribuée principalement au
Fusarium spp, et aux rongeurs (Bani-Aameur et alouani, 1999). Cependant, les plantules issues
de semis ont une croissance tres lente et une production aléatoire de mauvaise qualité. En effet,
il faudrait probablement une dizaine a une quinzaine d'années pour que ces plantules
grandissent et deviennent défensables (Nouaim et Chaussod, 1994 ; Alouani et Bani-Aameur,
2014 ; De Waroux et Lambin, 2012). D’ou 'intérét de s’orienter vers la domestication de
I’arganier et ’adoption des modes de multiplication végétative plus appropriées pour reproduire
de facon conforme des arbres sélectionnés, préserver leurs caracteres de performance
(productivité en huile et résistance) et diminuer la pression sur 1’arganier forestier (Nouaim et

al., 2007 ; Bellefontaine et al., 2010).

111.1.1.2. Avantages et inconvénients du semis

a) Avantages

- Technique simple et en général peu codteuse ;

- Possibilité de multiplication par semis de la plupart des especes et conservation facile
des graines ;

- Transmission faible des maladies (virales en particulier) par la graine ;

- Obtention d’un grand nombre de semences avec peu de pieds-meres ;

- Mécanisation du semis possible dans de nombreux cas ;

- Conservation des caracteres génétiques et spécifiques des plantes tout en créant de la
variation génotypique et phénotypique, a travers la recombinaison des génes due au
brassage intrachromosomique et interchromosomique ;

- Adaptation des espéces aux aléas climatiques, facilitant leur survie et leur évolution ;

- Amélioration génétique des espéces en sélectionnant les individus présentant des
caracteres agricoles jugés intéressants afin d’améliorer quantitativement et
qualitativement la production.

b) Inconvénients

- Transmission des caractéres de la plante-mere a sa descendance parfois imparfaite :

méthode de reproduction souvent infidele ;
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- Reproduction par semis impossible pour certaines espéces dont la floraison est parfois
difficile ou nulle ;

- Végétation des plants issus du semis parfois hétérogene ;

- Temps entre la plantation et la fructification parfois trés long : la juvénilité des plants

retarde leur entrée en production.

111.1.2. Multiplication végétative ou asexuée

111.1.2.1. Techniques de multiplication végétative de I’arganier

La multiplication végétative, appelée aussi reproduction asexuée, est un mode de régénération
et de dissémination perpétuel des végétaux a partir de certains de leurs tissus ou organes
végetatifs (tige, feuille, racine, bourgeon etc.) pouvant se détacher de 1’organisme parental et
donner des individus complets. Un seul parent est donc nécessaire, on parle souvent de ce parent
comme étant le pied mére (Davies Jr et al., 2017). La multiplication végétative est une technique
de reproduction des végétaux qui se déroule indépendamment des phénomeénes de sexualité
(méiose et fécondation). D'un point de vue génétique, ce phénomeéne ne fait pas intervenir les
gameétes et n’entraine aucune recombinaison génétique, mais plutdt un autre processus trés strict
de division cellulaire (totipotence) qui remet a zéro « I’horloge cellulaire » de la plante a travers
la dedifférenciation sous forme de tissus somatiques et méristématiques (Boutherin et Bron,
2013). A I’inverse du semis qui donne de nouveaux spécimens (avec un nouveau patrimoine
génétique), la multiplication végétative consiste a faire une copie conforme du génome de la
plante mere pour la perpétuer dans de nouveaux lots homogénes d’individus (clones), d’ou le
nom de reproduction clonale (Bhojwani et Razdan, 1996). On peut donc considérer la
multiplication végétative comme fixatrice et conservatrice du stock génotypique d’une
population issue d'un individu de patrimoine génétique et de caractéres héréditaires jugés
intéressants, acquis au cours des vicissitudes de la reproduction sexuée. Cette caractéristique
permet a une espéce végétale de coloniser rapidement un milieu qui lui est favorable (Hartmann
etal., 1997). Par ailleurs, la multiplication végétative est un outil de sélection et d’amélioration
génetique qui permet de conserver des copies des meilleurs arbres dans des parcs a clone et
surtout créer des vergers a graines de valeur additive élevée. Elle est ainsi la méthode de
propagation la plus efficace pour la production commerciale de plants industriels pouvant
répondre aux besoins de la conduite horticole moderne (Beyl et Trigiano, 2016). Les techniques
de multiplication végetative a faible colt sont attractives pour les populations rurales riveraines,
les agroforestiers et les pépiniéristes du sud-ouest marocain, car elles permettent la reproduction

d’arbres sélectionnés pour leurs usages multiples (fruitier, fourrager, pharmacopée, etc.) et la

46



Premiére partie : Revue bibliographique

réalisation de vergers productifs de plants a croissance plus rapide et a maturité plus précoce,
ce qui raccourcit le retour sur investissement. Ces techniques sont rustiques et trés aisément
reproductibles. Elles n’exigent ni intrants coliteux, ni connaissances particulieres et leurs bases
sont simples et rudimentaires pouvant étre acquises en quelques heures de formation par les
populations rurales de pays en développement (Meunier et al., 2006 ; Ezekiel, 2010 ;
Bellefontaine et al., 2015). La multiplication végétative a faible coiit de I’arganier constitue une
source de revenus supplémentaires pour les femmes rurales, ce qui permettrait a 1’évidence
I’amélioration des conditions de vie des communautés rurales (Kenny et De Zborowski, 2007 ;
Bellefontaine, 2018). De plus, c’est un outil favorisant la domestication des espéces ligneuses
a usages multiples pour toutes les zones (du semi-aride a I’humide) (Meunier et al., 2006 ;
Bellefontaine, 2010). Elle regroupe principalement, le bouturage (de tiges, de branches, de
rejets de souche, de feuilles ou de racines), le marcottage terrestre (par simple contact avec le
sol ou provoqué), le marcottage aérien et le drageonnage (naturel ou artificielle) (figure 14).
Ainsi, le bouturage est le mode de multiplication végétative le plus efficace, le plus économique
et le plus utilisé pour produire en grandes quantités des plants sans altérer leur patrimoine
génétique (Dai et al., 2004 ; Cheng et al., 2006 ; Sbay et Lamhamedi, 2015).
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Figure 14. Techniques de multiplication végétative a faible codt. (A) le bouturage (cutting) de
rameau simple feuillé ; (B) le drageonnage (suckering); (C) le marcottage (layering) par
couchage ; (D) marcottage en serpenteau ; (E) le marcottage en cépée ; (F) le marcottage
aérien (Bellefontaine et al., 2015).

111.1.2.2. Techniques de bouturage

Le bouturage est probablement la technique agroforestiere e de multiplication la plus
communément employée par le plus grand nombre de pépinieres produisant des espéces
ligneuses (horticoles et sylvicoles) par voie végétative (Bhat et Swamy, 2004). Ce procédé de
multiplication est relativement simple, rentable et trés avantageux pour obtenir a grande échelle
de nombreux plants uniformes pour les vergers modernes en agroforesterie. Le bouturage de
masse est souvent appelé macro-propagation par opposition a la micro-propagation réservée a
la multiplication en masse in vitro (Jackson, 1986). Depuis le début de I'agriculture au
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Néolithique, il y a 12 000 ans avant J.-C., le paysan sédentarise a progressivement appris a
mettre en culture des plantes herbacées annuelles et vivaces ainsi que des plantes ligneuses, en
se fondant sur leur comportement dans la nature (Demoule, 2013). En effet, ’idée de faire des
boutures fut, sans doute, comme un grand nombre de découvertes précieuses, le produit du
hasard avant de se mettre a imiter la magie de la nature et en arriver a innover en bouturage
par la mise au point de procedés agricoles. La premiére expérience fut de multiplier les vieux
arbres par bouturage pour I’afforestation directe. Cependant, il s’avéra rapidement que ce
n'était pas possible, sauf pour un nombre limité d’especes. Ensuite, une deuxieme idée vint
essentiellement de Kleinschmit et al. (1973) qui a eu le mérite de réaliser brillamment le
bouturage en masse (a grande échelle) des individus jeunes issus de bonnes provenances. En
effet, les individus jeunes étaient beaucoup plus faciles a bouturer que les vieux arbres. Les
premiers travaux sur le bouturage de I’arganier qui ont été menés par Platteborze (1977) sur
des boutures herbacées issues d’arbre adultes n’ont pas donné satisfaction puisque le

pourcentage d’enracinement était faible.
a) Principe du bouturage

Le bouturage est une technique de multiplication végétative qui consiste a prélever sur un
végétal, appelé pied mere, un organe ou un fragment d’organe dépourvu de racines, appelé
bouture (pousse, tige, feuille) et a le mettre dans des conditions favorables a la rhizogenése et
au débourrement afin de reformer les parties qui manquent et reconstituer une plante complete.
En effet, le bouturage consiste a prélever la bouture de la plante-mere et de la placer en terre
avant tout phénoméne d’enracinement, a la différence du marcottage terrestre ou aérien qui
implique la rhizogenese d’une partie aérienne de la plante mere puis la séparation de 'organe
végétatif (Hartmann et al., 2002). Ainsi, le bouturage englobe différentes étapes telles que : la
sélection des arbres élites, l'installation du parc a bois, la collecte des boutures saines et
uniformes, la préparation et la plantation, le suivi, la mise en pot de boutures enracinées, la
cicatrisation, I’induction, I’initiation, 1’¢longation du systéme racinaire et I’endurcissement. Ces
étapes doivent étre franchies avec succes pour que la bouture puisse donner naissance a un plant

fonctionnel et autonome (Sbhay et Lamhamedi, 2015).
b) But du bouturage

En amélioration génétique des arbres forestiers, les buts du bouturage, a partir d’un individu
donneur de qualité (arbre élite), sont de créer soit des parcs a clones, soit des vergers a graines,

soit surtout de multiplier en masse des plants pour le reboisement direct (Martin, 1976). Par
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ailleurs, le bouturage des arbres adultes d’arganier permet de sauvegarder les phénotypes les
plus productifs en huile sous forme de pieds méres a partir desquels seront produits les plants
destinés a l'installation de vergers modernes d'arganiers oléagineux. Les résultats des premiers
travaux sur le bouturage de I’arganier ont montré un assez faible pourcentage de réussite. Ceci
est dd soit @ une mauvaise maitrise des techniques ou a des tissus végétaux inappropriés, par
exemple des boutures prélevées sur une mauvaise position (topophysis), ou sur de vieux arbres
ou testées en dehors de la saison la plus propice (cyclophysis) avec un emploi inadéquat

d’hormones de bouturage, etc. (Nouaim et al., 2007).
c) Type de boutures de rameaux feuillés

Les boutures de rameaux feuillés (BRF) est un mode de bouturage qui concerne la majorité des
espéces a usages multiples avec des succes variables. Cette technique consiste a prélever sur la
plante un fragment de tige avec les feuilles afin de la faire repartir en substrat (Meunier et al.,
2006). Ces boutures sont formées a l'aide de fragments de rameaux sur lesquels on fait
développer des racines pour les transformer en individus complets. Les diverses sortes de
boutures au moyen de fragments de tige sont assez nombreuses (Hartmann et al., 1997).

- Boutures par rameaux simples

La bouture simple (BS) consiste a prélever des fragments de 10 a 20 cm (selon le nombre de
nceuds) de rameaux nés I’année précédente (figue 8). Chaque extrémité de la bouture doit étre
terminée par un nceud, afin qu’ils permettent le développement de la bouture (Bird, 2014). Les
boutures sont plantées en lignes plus ou moins distantes, en ne laissant apparaitre que deux
neeuds de 'extrémité supérieure et en comprimant la terre contre la base de la bouture. La
bouture simple se préte bien a la multiplication de la plupart des plantes annuelles,

pluriannuelles, herbacées, semi-ligneuses et ligneuses (Dumroese et al., 2009).
- Boutures par rameaux a talon

La bouture a talon (BT) consiste a prélever des fragments de 10 a 20 cm (selon le nombre de
nceuds) de rameaux nés I’année précédente avec une petite portion du corps ligneux de la
branche sur laquelle ils étaient rattachées (figure 15). Les plaies qui en résultent donnent
souvent lieu a des chancres « cancer des arbres » prenant typiquement un aspect tumoral
caractérisé par une lésion nécrosée du tissu ligneux externe de la plante, ce qui entraine, petit a
petit, la destruction et la perte de l'arbre. Afin d’éviter ces accidents, il est bon de recéper

enticrement les tiges pour stimuler 1I’induction des bourgeons vigoureux et permettre ainsi aux
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souches de fournir, tous les deux ans, une abondante récolte de boutures a talon (Bird, 2014).
Les boutures a talon s’enracinent plus facilement, car I’empattement de la base offre une plus
grande quantité de phytohormones (auxine) qui favorisent la formation des racines. Cette
technique se fait soit a la main ou au greffoir et s’applique a des arbustes a feuillages persistants

(Dumroese et al., 2009).
- Boutures par rameaux en crossettes

La bouture en crossette (BC) consiste a prélever des fragments de rameaux nés 1’année
précédente qui conservent a leurs bases une portion de bois plus ancien de la branche a laquelle
elles étaient rattachées (figue 8). La longueur de la bouture varie de 20 a 30 cm (selon le nombre
des nceuds) et celle de la portion de la branche de 10 a 15 cm (Bird, 2014). Les boutures en
crossettes sont plantées sur un angle d'environ 45° en ne laissant sortir de terre que deux boutons
de l'extrémité supérieure. Les boutures en crossette facilitent 1’enracinement des espéces
récalcitrantes car, la portion de bois le plus ancien de la branche a la base, offre une quantité

importante d’auxine qui favorisent la formation des racines (Dumroese et al., 2009).

0 Bouture Simple @ Bouture a talon @ Bouture en crossette

Figure 15. Types de boutures de rameaux feuillés. A : Bouture simple ; B : Bouture a talon ;
C : Bouture en crossette (Source : Dumroese et al., 2009).

111.1.2.3. Avantages et inconvénients du bouturage

Les avantages du bouturage sont semblables a ceux de la multiplication végétative
(homogénéité, reproduction fidele) et les inconvénients ne sont pas négligeables (obligation
d'avoir des pieds-meéres, problemes sanitaires, etc.). Cependant, les avantages I'emportent
nettement, ce qui fait du bouturage un procédé de multiplication trés courant en horticulture et
en sylviculture (Sadhu, 1994).
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a) Avantages du bouturage

Les principaux avantages du bouturage par rapport a la production de plants issus de semis sont
les suivants (Shay et Lamhamedi, 2015) :

- Technique de multiplication végeétative la plus sire qui permet de reproduire fidelement
les caractéristiques du pied meére (génétiquement identique) et facilite la distinction des
individus montrant une plus grande uniformite ;

- Procédé de multiplication moins onéreux, relativement simple et sa maitrise est aisée
pour les pépiniéristes. Il met a la disposition des agroforestiers et des populations rurales
des plants a croissance plus rapide que ceux obtenus par multiplication sexuée qui
présente le probléme de dormance, au moins pendant les premieres années
raccourcissant ainsi le cycle reproductif et le fossé de retour sur investissement ;

- Méthode facilitant I'avancement des connaissances sur la physiologie, la sélection ciblée
multicritéres, l'intégration de la foresterie multi-variétale a I'échelle opérationnelle et la
multiplication des pieds meres issus de croisements dirigés et destinés aux reboisements
intensifs de haute productivité ;

- Mode de multiplication permettant de fixer un génotype intéressant obtenu par
reproduction sexuée, phénomene d’autant plus important que I’espece présente une forte
hétérozygotie dans la descendance ;

- Les plants vigoureux et résistants aux agents pathogénes (champignons, virus, etc.)
présentant ce mode de reproduction sont dans une situation éminemment favorable pour
conquérir un biotope a partir d'un individu dont le génotype est bien adapté aux
conditions édapho-climatiques de ce site ;

- Technigue permettant la multiplication des végétaux pour lesquels la fructification est
aléatoire, peu ou non fructifére et aussi de pallier a I'nétérogénéité des porte-greffes
obtenus par voie sexuée et de multiplier des porte-greffes compatibles ;

- Laséparation des sexes entre les pieds males et femelles chez les espéces dioiques est
une raison supplémentaire pour privilégier la multiplication par bouturage ;

- Méthode obligatoire pour de nombreuses espéces qu’elles soient haploides, triploides et
d’une maniére générale polyploides, hybrides, mutantes ou autres...
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b) Inconvénients du bouturage

Les principaux inconvénients du bouturage des arbres fruitiers et forestiers sont les suivants
(Sbay et Lamhamedi, 2015) :

Les techniques de bouturage spécifiques a chaque essence nécessitent des entretiens
obligatoires des pieds-meres ;

La production des plants forestiers par bouturage est limitée a la quantité de boutures
produites par les pieds-meres ;

Certaines especes comme le cedre de I'Atlas (Cedrus atlentica Malelli (Endl.) cariiere)
ou certains pins (pin d'Alep (Pinus halepensis Mill.), pin maritime (Pinus pinaster
Aiton) et pin noir (Pinus nigra Arn.) sont refractaires a cette technique, puisque leurs
boutures sont récalcitrantes a I’enracinement ;

La réussite de 1’enracinement des boutures de certaines especes comme l'arganier
(Argania spinosa (L.) Skeels) ou le chéne liege (Quercus suber L,) dépend largement
des conditions environnementales ;

Chez la majorité des espéces ligneuses, la capacité d'enracinement des boutures est
influencée par 1’age des pieds-meres. Les boutures prélevées sur des pieds-meres agés
ont un état de juvénilité dégradé et un taux d’enracinement réduit ;

Dans certains programmes de reboisement, le recours a la foresterie clonale peut étre
accompagné d'une réduction de la diversité génétique, due principalement a
I’augmentation de 1’auto-consanguinité, I’incompatibilité phénologique et I’hybridation
forcée ;

L’effet du bouturage contribue parfois a I'augmentation de I'hétérogénéité intraclonale
et figure parmi les obstacles au bouturage du mateériel prélevé sur des arbres adultes ;
Le bouturage pourrait facilement favoriser le développement, I’accumulation, la
transmission et la propagation de certaines maladies virales, bactériennes et a degré
moindre fongiques a cause de la monoclonie ;

A l'inverse de la multiplication par semis, 1’aptitude des boutures a la mécanisation est
difficile ;

Les codts élevés du processus et les faibles taux d'enracinement et de survie des plants
exigent 1’adoption de techniques de bouturage spécifiques a chaque essence et des

réajustements et des optimisations continues.
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111.1.2.4. Production et controle des plants standards d’arganier par bouturage

Le réglement technique relatif & la production et au contréle des plants standards d'arganier a
pour objectif d’établir les conditions et les régles que les pépiniéristes doivent respecter pour

produire des plants certifiés.
a) Etapes de production de plants standards d’arganier par bouturage

La production et la multiplication de plants standards d’arganier doivent obéir a un systéme de
production trés rigoureux décrivant avec précision toutes les informations concernant la vie du
plant et son processus de production depuis le prélevement du matériel végeétal de départ sur les
pieds méres jusqu'a la plantation dans le verger. Il est nécessaire de remonter de la destination

des plants produits jusqu’a la délimitation des zones de prélévement (Jaenicke, 2006).
- Délimitation des zones de prélévement des boutures

Les zones de prélevement des boutures doivent étre bien identifiées, codées, délimitées
moyennant le systeme d’information géographique (SIG) et décrites sur le plan de la superficie,
de la densité de peuplement a I’hectare et des caractéristiques pédologiques de la rhizosphére
de ces zones. En absence de variétés fixées, ces zones seront considérées comme des parcs a
bois provisoires autorisés pour une exploitation pendant la période transitoire. Afin d'éviter
I'exploitation abusive des zones de prélévements, leur délimitation ainsi que la durée de leur
exploitation feront l'objet de controles effectués par ’ANDZOA assistée par ’ONSSA, les
Directions Régionales de 1’ Agriculture (DPA) et le Haut-Commissariat aux Eaux et Foréts et a
la Lutte Contre la Désertification (HCEFLCD). En cas de surexploitation, la zone en question
sera interdite de tout prélévement (Dupraz et Liagre, 2008 ; MAPM, 2013).

- ldentification et description des pieds méres

Les arbres utilisés comme pieds-meres pour le prélévement des boutures doivent faire I'objet
d'une caractérisation concernant les aspects morphologiques (hauteur de I’arbre, vigueur, port,
surface d’ombre, degré de développement des feuilles, degré de présence d’épines, etc.),
pomologiques (forme des fruits, poids moyen de 100 fruits, rendement a 1’arbre, rendement en
concassage (%), etc.), production et teneur en huile. Ces arbres doivent eégalement faire I'objet
d'une identification moyennant les coordonnées GPS, et numeérotés dans chaque zone de
prélevement définie (Jackson, 2012 ; MAPM, 2013).
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- Description du mode de multiplication par bouturage

Le mode de multiplication par bouturage doit étre précisé sur les étiquettes par la lettre « B » et
décrit pour chaque lot de plants (MAPM, 2013).

- Prélevement du matériel végétal

Le prélevement doit se faire par des pépiniéristes agréés par le ministere chargé de 1’agriculture
et controlées par les services de ’ONSSA, a partir d’arbres identifiés dans les zones de
prélevement délimitées. Le prélevement doit étre effectué de préférence de tres bonne heure le
matin, ou l'air est plus calme et moins chargé de poussieres et la zone de préléevement ne doit
présenter aucune cicatrice d'élagage naturel, ni aucune irrégularité de surface et se trouver a une

hauteur commode pour I'exécution du travail (Boutherin et Bron, 2013 ; MAPM, 2013).
- Attribution de numéro de lot

Chaque prélévement portera un numéro de lot qui doit étre maintenu jusqu’a la plantation. Le
numeéro de lot devra faire référence aux eléments suivants : le code de la zone, le numéro de
I’arbre, le mode de multiplication (B), le numéro de la pépiniere agréée, les dates de production

et de prélevement (Jaenicke, 2006 ; MAPM, 2013).
- Enregistrement de la tracabilité

Au cours du processus de la multiplication, les pépiniéres de production de plants standards
d’arganier sont contrdlées par les services de I’ONSSA, toutes les étapes inscrites dans un
registre concernant les informations relatives a la zone, les coordonnées des arbres élites a partir
desquels les boutures sont prélevées, les dates de prélevement du matériel végétal, le nombre
de boutures prélevées, la période et la saison de multiplication, 1’état sanitaire, le
développement des plants, le nombre de plants produits, les quantités livrées et les dates de

livraison ainsi que la destination des plants (Dupraz et Liagre, 2008 ; MAPM, 2013).
- Etiquetage et commercialisation des plants

A la livraison, I’étiquetage doit étre de couleur jaune parfaitement lisible pour faciliter la
tracabilité de la commercialisation des plants. En effet, les étiquettes appropriées doivent
mentionner les éléments définis par la réglementation (étiquettes officielles pour les plants
certifiés) comme le nom de la pépiniere et le numéro de lot. L’étiquetage est sous 1’enticre

responsabilité des pépiniéristes. Par ailleurs, ceux-ci ne peuvent commercialisés les plants
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produits que s’ils sont agréés par les services du ministére de 1’agriculture. Ainsi, ils sont dans
I'obligation de déclarer a ’ONSSA, au mois de septembre de chaque année, leurs quantités de
plants produits, leurs ventes et la situation de leurs stocks disponibles en plants certifiés
(Jaenicke, 2006 ; MAPM, 2013).

b) Qualité des plants de I’arganier

Les plants d’arganier produits dans les pépini¢res doivent répondre aux caractéristiques
qualitatives suivantes : é&tre homogeénes, avoir un chevelu racinaire abandant et bien développé
; avoir été élevés en conteneur d'un volume d’au moins 350 cc (centimétre cube) ; avoir un large
diametre au collet de la tige (au moins 10 mm) ; respecter une taille minimale de 20 cm ; avoir
un feuillage adapté au soleil ; étre indemnes de toute contamination par les organismes nuisibles
au moment de leurs livraisons (Jaenicke, 2006 ; MAPM, 2013).

C) Suivi des plantations de ’arganier

Aprés plantation, les agriculteurs doivent assurer la continuité de la tracabilité, sous la
supervision de la Direction Régionale de 1’ Agriculture (DPA) concernée et 1’ Agence nationale
pour le développement des zones oasiennes et de l'arganier (I’ANDZOA), par le maintien de
registres, jusqu’a ’entrée en production des plantes. A ce titre, les vergers modernes plantés
doivent étre identifiés par un systéeme d'information géographique ou SIG (Dupraz et Liagre,
2008 ; MAPM, 2013).
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I11.2. Mécanisme d’enracinement des boutures chez les ligneux
111.2.1. Aspect morphologique

I11.2.1.1. Historique des racines

La paléobotanique ou étude des plantes fossiles, a démontré qu’au cours du Cambrien (il y a
quelques 500 Ma), les terres emergées étaient totalement dénuées de toute vegétation. Ainsi,
les formes de vies primitives foisonnaient dans les océans, mais sur terre, ¢’était la désolation.
Par ailleurs, les tous premiers végétaux qui ont commencé a coloniser, au début de I'ére
primaire, les environnements cotiers des continents n'avaient pas de racines (Cundy et Shin,
2017). La vegétation proprement dite issue du milieu aquatiqgue a commence réellement la
colonisation des terres émergées un peu plus tard, entre le milieu de 1’Ordovicien (- 470 Ma) et
le milieu du Silurien (- 430 Ma) et ceci lorsque sur le littoral, les mousses ont commencé a
apparaitre la ou la mer a déposé des sédiments. Durant les millions d’années qui ont suivi, les
plantes ont évolué et se sont dotées de cellules spécialisées qui leurs permettent le transport de
I'eau et des nutriments vers les organes situés en hauteur. La vascularisation a facilité également
la croissance verticale, et a ainsi permis I'apparition de grandes plantes terrestres (Murphy,
2011). Par ailleurs, ces plantes primitives ont développé une sorte de squelette hydraulique leur
permettant d’aller chercher plus haut les rayons solaires et une couche de cire protectrice leur
permettant de supporter la sécheresse, suite a quoi ont apparu de minuscules orifices appelés
"stomates" leur permettant une respiration aérienne (LUttge et al., 2014). En outre, vu la faible
quantité de nutriments dans le sol, car en fait le "sol" a proprement parler n’existait pas encore
a ce moment de I’histoire, les plantes développaient de simples excroissances cellulaires de la
partie inférieure, un peu semblables aux poils absorbants des racines actuelles (Eshel et
Beeckman, 2013). Cependant, la végétation reste éparse, il fallait encore avancer dans le temps
(quelques dizaines de millions d’années) pour que la végétation soit répandue sur tous les
continents, bordant toutes les étendues d’eau. Les tiges ont été désormais bien solides et les
premieres foréts primaires peuplées ont apparu dés la fin de cette période nommée Dévonien
(il y a quelques 380 Ma). Ce sont ces immenses foréts et leurs racines bien développées qui ont
certainement contribuer & la formation des sols (Holbrook et Zwieniecki, 2011). C’est
également a cette époque que les premiéres plantes a feuilles font leur apparition ce qui, via le
phénomene de photosynthese, contribuent a 1’enrichissement en oxygene de 1'atmosphere de la
planete (Teyssedre, 2003). C'est ainsi que I’apparition de vraies racines a eu lieu en méme temps

que les plantes vasculaires vers le milieu de I'ere primaire. Les fossiles ont révélé aussi que ces
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premiéres racines étaient déja associées a des champignons symbiotiques intracellulaires,

préfigurant les actuelles mycorhizes (Varma, 2008).

111.2.1.2. Morphologie des racines

La racine est construite sur un modele assez différent de celui de la tige. Les événements se
déroulent de maniére linéaire au niveau du méristéme racinaire et se succédent de la pointe de
la racine vers sa base. En effet, la jeune racine et ses ramifications présentent, en partant de
I’extrémité distale, plusieurs zones chevauchantes (figure 16), a savoir : une zone embryonnaire
comportant peu de divisions qui constitue le pdle de croissance (0, zone quiescente), protégée
par une coiffe conique (-1, coiffe), sorte de capuchon et composée de cellules subérifiées se
renouvelant constamment et permettant une meilleure pénétration de la racine dans le sol par la
sécrétion de polyosides (lubrifiant). Puis se présente une zone dans laquelle les divisions sont
nombreuses (1, zone de multiplication). Elle comprend le méristéme apical et les méristémes
primaires, au niveau desquels se fait ’absorption des sels minéraux. Au-dessus de cette zone,
les cellules des méristétmes subissent une auxeése importante et permettent a la racine de
s'enfoncer dans le sol (2, zone d’¢longation). Cette zone est le siége de la croissance en
longueur, limitée a quelques millimetres, suivie par une zone pilifére ou assise pilifére (3, zone
de différenciation) dans laquelle les cellules achévent leur croissance et entrent dans des
processus de différenciation. Cette zone garnie de poils absorbants (tres fréqguemment 300/400
par mm?) caractérise tous les végétaux dont les racines plongent dans la terre. Ces poils
absorbants (trichoblastes ou poils racinaires), constitués d'une seule cellule trés allongée a
grande vacuole, meurent tres vite et sont remplacés par d'autres au fur et a mesure de la
croissance de la racine. Enfin, plus loin de I'apex et de maniere variable selon les plantes, on
retrouve une zone de ramification (4, zone d’organogénése) au niveau de laquelle apparaissent
des racines secondaires ayant les mémes caractéristiques que la racine principale (Drénou,
2006 ; Johnson et al., 2011).
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Racine latérale émergeante
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Figure 16. Structure de la racine et différentes zones du systéme racinaire (Péret et al., 2009).

111.2.2. Aspect anatomique des racines

La racine peut présenter deux types successifs de structure : la structure primaire chez les jeunes
plantules et la structure secondaire chez les plantes plus &gées mais uniquement chez les

dicotylédones des angiospermes et les gymnospermes (Kutschera et al., 2009).
111.2.2.1. Structure primaire

La structure primaire de la plante est une structure anatomique qui comprend les parties jeunes

et souples des racines. En section transversale (figure 17), la racine est divisée en 2 parties :

a) L'écorce ou le rhytidome : est la couche de revétement extérieur des racines. Elle est
constituée du rhizoderme qui porte d'abord les poils absorbants de la racine (ou assise pilifére)
puis une couche de cellules subérisees (l'assise subéreuse, lorsque la racine vieillit), et du
parenchyme cortical, compose de grandes cellules polyédriques, qui assure le transport des

éléments absorbés jusqu'au centre de la racine et leur diffusion a travers toute la plante (Johnson
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et al., 2011). La partie la plus interne du cortex (écorce) dans les jeunes racines est souvent
constituée d’une couche de cellules épaissies sous forme d’une barriére qui controle le
cheminement des molécules circulant dans la racine, c'est I'endoderme (Crang et al., 2018).

b) Le cylindre central ou stéle : est la partie au centre de la racine qui contient les tissus
vasculaires de la racine. Il est composé tout d'abord du péricycle (tissu primaire vivant), une
couche unique de cellules correspondant a I'extrémité du cylindre central entourée de
I’endoderme. 1l peut se transformer en méristéme et recommencer a se diviser pour former les
ramifications de la racine. Viennent ensuite les deux types de tissus conducteurs (transport de
la séve), le xyléeme (ou bois) qui est un faisceau de cellules conduisant la seve brute vers les
feuilles et le phloéme (ou liber) qui est le faisceau de cellules qui redistribue la seve élaborée
dans toute la plante. Contrairement a la tige, ces deux types de tissus, issus d'une couche
intermédiaire de procambium, ne sont pas groupés en faisceaux : ils sont disposés sur des rayons
différents et alternes. Enfin, au centre de la stéle, on trouve la moelle, composée de parenchyme
médullaire de réserve (tissu fondamental) qui a été mise en place par le procambium et non par

le méristéme fondamental (Kutschera et al., 2009).

. Endoderme
Xyléeme I
Phl oéme T
. P; 1
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vl Assise pilifére
Péricycle ou subéreuse

Figure 17. Structure primaire d'une racine (Drénou, 2006).

111.2.2.2. Structure secondaire

11 s'agit d’une structure anatomique qui ne se met en place que chez les plantes pluriannuelles.
Sur une coupe transversale d'une racine (figure 18), on observe l'apparition
d'un cambium continu, qui apparait sous une forme étoilée au début de la croissance et devient
progressivement circulaire avec la croissance de la racine en épaisseur (Eshel et Beeckman,

2013). Le cambium vasculaire (assise génératrice libéro-ligneuse), appelé parfois assise
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interne, va creer les tissus de conduction secondaires que sont le liber (phloeme secondaire)
vers l'extérieur, et le bois secondaire (xyleme secondaire) vers l'intérieur (Kutschera et al.,
2009). Le cambium cortical (phellogéne) situé vers la périphérie de la racine (assise genératrice
subéro-phellodermique), appelé parfois assise externe, va créer les tissus de protection que sont
le phelloderme (tissu parenchymateux) vers I’intérieur et le suber (le licge) vers I’extéricur. Les
racines peuvent aussi devenir plus ligneuses au fil des ans, grace a des méristémes secondaires
(Bowes et Mauseth, 2008).

Phloéme 11

Péricycle

Xyléme 1T

Endoderme

Phloeme I

Cambium vasculaire
(assise libéro-ligneuse)

Xyléme I

Figure 18. Structure secondaire d'une racine (Drénou, 2006).
111.2.3. Aspect physiologique des racines

111.2.3.1. Formation des racines

La rhizogenese est I'ensemble des phénomeénes qui conduisent a la formation des racines. C’est
une étape clé dans la multiplication végétative (Steffens et Rasmussen, 2016). Elle est
conditionnée par plusieurs facteurs limitants : disponibilité en sels minéraux et en sucres,
température, lumiére et développement foliaire (Ryan et al., 2016).
a) Racines principales

La racine principale est issue du développement de 1’ébauche racinaire (radicule) apres
germination de la graine. En effet, la radicule est la forme embryonnaire de la racine principale
d'une plante. C'est la premiére structure apparente de la plantule qui émerge de la graine aprés
germination. Elle pousse vers le bas (géotropisme positif), a partir de I'nypophyse (ou
apophyse). Au-dessus de la radicule, se trouve I'nypocotyle, qui porte les cotylédons (Chrispeels
et Sadava, 2003).
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b) Racines latérales
Apres le développement de I'embryon, la racine primaire peut se ramifier et former des racines
latérales ou secondaires. Celles-ci se forment de maniére endogéne (organes d'origine interne)
a proximité de l'apex a partir du péricycle (assise cellulaire située entre I'écorce et la stele)
(Kareem et al., 2016). Ce phénomene nécessite une dédifférenciation cellulaire et I'organisation
de nouveaux méristémes racinaires (figure 19). En effet, les cellules du péricycle situées en face
d'un p6le vasculaire se divisent (A). Elles se dédifférencient et retournent a I'état méristématique
(B). Le massif méristématique forme se développe et forme une extrusion dans le parenchyme
cortical bourré de réserves, géneralement des amyloplastes (C). Le massif méristématique
s'organise en méristeme typique de racine (D). Son fonctionnement devient alors similaire a

celui du méristéme racinaire de la racine principale (Szymanowska-Putka et al., 2012).

v
\
\

Figure 19. Etapes de la formation de la racine latérale ou secondaire (Bowes et Mauseth,
2008).

c) Racines adventives
Les racines adventives sont des racines post-embryonnaires qui se forment autrement que sur
I'embryon ou par ramification de la racine primaire, soit de maniere constitutive (naturelle), soit
de facon accidentelle, fortuite et inhabituelle (blessure ou stress) ou encore si les conditions de
bouturage sont modifiées (Li et al., 2009 ; Bellini et al., 2014). La capacité d'enracinement
adventive est variable et les facteurs qui I’influencent sont complexes. L'emplacement exact des
racines adventives varie considérablement ; pour autant, elles se développent habituellement a
proximité des tissus vasculaires afin qu'elles puissent se connecter au xyléme et au phloéme.
En effet, chez les jeunes tiges, un ilot de cellules méristématiques de type primaire se développe
directement a partir du cambium, puis s'organise ensuite en un méristeme de type racinaire
(Davis et Haissig, 2013). A la base de la bouture a croissance secondaire et essentiellement a
partir du cambium, une prolifération cellulaire intense aboutit & la formation d'un cal. A
I'intérieur de ce cal, certaines cellules évoluent en cellules méristématiques de type primaire,

puis s’organisent en méristemes de type racinaire (Naija et al., 2008).
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111.2.3.2. Physiologie des racines

L’absorption d’eau et de sels minéraux par les racines dépend non seulement de leur
concentration dans le sol et du pH du sol mais aussi de 1’évapotranspiration. Le mécanisme
d’absorption racinaire d’une plante est analysé selon deux points de vue : thermodynamique ou
mécanistique. L'analyse thermodynamique s'intéresse a la nature de la source d'énergie
impliquée dans le transport des ions au travers des membranes. L'analyse mécanistique
s'intéresse, elle, aux modes de fonctionnement des systémes de transport au niveau moléculaire,
par exemple a la fagcon dont la perméation du substrat est réalisée. Dans la racine, le transport
d'eau s'effectue de facon radiale, des poils absorbants vers la stéle centrale ou se trouve le
xyléme (vaisseaux conducteurs de la seve brute), en traversant la paroi ou le cytoplasme des
cellules du cortex. Ensuite, apres avoir franchi la barriéere endodermique, l'eau et les sels
minéraux sont entrainés par le flux de séve brute a travers le xyléeme (vaisseaux ou trachéides

conducteurs) pour étre distribués a tous les organes aériens de la plante (Hopkins, 2003).

a) Absorption : Transport latéral (radial) dans la racine

A l'interface du sol et de la racine, les ions minéraux de la solution extérieure se déplacent tout
d’abord librement en empruntant la voie apoplasmique puis par la voie symplastique, vers les
cellules internes. Dans ce trajet vers les vaisseaux conducteurs, ils rencontrent deux barrieres
cellulaires a la diffusion des substances provenant du sol vers les tissus conducteurs de la stele
. I'exoderme et I'endoderme (figure 20) (Luttge et Pitman, 2012).

- Labarriére exodermique résulte de la différenciation de la premiere couche cellulaire sous
le rhizoderme (ancien hypoderme). Elle se différencie plus lentement a partir d'une certaine
distance (environ une dizaine de centimetres) de I'apex chez la plupart des espéces. Cette
barriére joue un réle important dans I'adaptation de la racine a son environnement.

- La barriére endodermique, qui constitue la limite entre le cortex et la stele de la racine, est
présente chez toutes les espéces (Morte et Varma, 2014). L'endoderme se différencie
rapidement au-dessus de I'apex racinaire (environ 1 centimetre de I'apex). L'endoderme joue
un role protecteur et constitue une barriére tres efficace a la migration des ions dans les
racines. Sur ses parois, le processus de ligno-subérification (la subérine, et par la suite de la
lignine) hydrophobe constitue une importante barriére sélective qui filtre les solutés
(notamment les ions) de I'eau. Cela signifie qu'a ce niveau le transfert vers la stéle doit
forcément emprunter la voie symplastique (Eshel et Beeckman, 2013). Les ions ne peuvent

donc atteindre la stele et le xyleme qu'en se soumettant a un contrdle du plasmalemme et de
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ses systémes de transport actif. L'endoderme joue ainsi un réle crucial dans le contréle de

la physiologie de I'absorption racinaire (Martinka et al., 2012 ; Steward, 2012).
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Figure 20. Transport latéral dans les racines. 1: La voie apoplasmique. 2: La voie
symplasmique. 3 : Le transport d'eau et de minéraux de la voie apoplasmique a la voie
symplasmique. 4 : La bande Casparian, bande cireuse, ne permet qu’a des minéraux dans le
symplasme de passer dans le cylindre vasculaire a travers la membrane plasmique des cellules
endodermiques. 5 : Les cellules dans les vaisseaux vasculaires (xyléme) transportent I'eau et
les minéraux dans la plante (Beck, 2010).
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b) Translocation : transport axial vers les parties aériennes

Aprés avoir traverse latéralement la racine et franchi la barriére endodermique, les ions sont
sécretes dans I'apoplasme de la stéle puis se diffusent dans les vaisseaux xylémiens ou ils sont
entrainés par le flux de séve brute pour étre distribués a tous les organes aériens de la plante
(figure 21). Ainsi, la sortie des ions du symplasme vers le xyléme nécessite le franchissement
du plasmalemme d'une cellule. Cette sortie est contrélée par des transporteurs specifiques
(Holbrook et Zwieniecki, 2011). La montée de la seve brute se fait grace aux différences de
potentiel hydrique. Le potentiel hydrique (noté W) représente le potentiel de transfert de 1’eau
entre 2 compartiments (en I’occurrence le sol, la plante et I’atmosphére). L’eau passe du milieu
le plus concentré en eau (¥ le moins négatif) vers le milieu le moins concentré (V¥ le plus
négatif) (Lambers et Colmer, 2005). Par ailleurs, 1’aspiration foliaire (tension foliaire) attire les
molécules d’eau provenant du sol, des racines et du xyléme, qui s’évaporent par transpiration

au niveau des stomates ouverts (Meng et al., 2016).
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Figure 21. Transport axial de la séve brute dans la plante (Hopkins, 2003).
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111.2.3.3. Rbles des racines

Les racines se présentent ordinairement comme une prolongation souterraine de la partie
aerienne propre aux végétaux vasculaires que sont les ptéridophytes, les gymnospermes et les
angiospermes (Lux et Rost, 2012). Le systeme racinaire représente en moyenne un tiers de la
biomasse totale de la plante et recoit 20 a 50% des produits de la photosynthése. L'aspect, la
structure, la fonction du systeme racinaire et leurs interactions avec le sol changent
généralement d'une espéce de plante a une autre et sont en rapport avec la vie fixée des plantes
(Schmidt, 2014 ; Ryan et al., 2016). La rhizosphére est le petit volume de sol situé a proximité
immeédiate des racines et dont les propriétés sont affectées par celles-ci. Dans cette zone, la
distribution des racines dépend de la forme des plantes, de la distribution spatiale et temporelle
de I'eau et des nutriments, ainsi que des propriétés physiques du sol (Valentine et al., 2012 ;
Thorup-Kristensen et Kirkegaard, 2016). Plus récemment, les termes de mycorhizosphére et de
mycosphére ont été ajoutes pour désigner plus précisement le sol sous influence des mycorhizes
ou des hyphes mycéliens des champignons qui en émanent et qui font partie du microbiote des
plantes (Fortin et al., 2016). Le systéme racinaire désigne I'ensemble des parties souterraines
d'un végétal servant a puiser I'eau et les éléments nutritifs (absorption) et assurer leur transport
vers toutes les parties de la plante afin de permettre sa croissance et son développement. Dans
certains cas, les racines servent aussi a stocker des réserves d’eau, d’éléments minéraux, de
sucres ou d’amidon. Certaines racines de plantes sont comestibles ou a usage médicinal, d'autres
sont hautement toxiques (Zarebanadkouki et al., 2016). Par ailleurs, les racines jouent un role
primordial dans la fixation des plantes dans le sol (ancrage et soutien de la plante) et la
protection des milieux naturels (sol, eau, air). Les racines peuvent présenter également des
adaptations afin de prévenir certains risques (glissement de terrain, inondation, etc.), assurer la
séquestration du carbone (CO) atmosphérique par le sol (la respiration des racines) et la
rhizodéposition pendant la vie des racines (sécrétions racinaires, desquamation et

décomposition des racines) (Bispo et al., 2016).
I11.3. Facteurs influencant la rhizogenese et la réussite du bouturage

Le succes de I'enracinement adventif, nécessaire a la réussite de la multiplication par bouturage
est un processus physiologique extrémement complexe qui met en jeu de trés nombreux
facteurs. L’aptitude a I’enracinement differe d’une espéce a une autre. Certaines especes
s’enracinent facilement alors que d’autres n’arrivent pas a émettre de racines (Ezekiel, 2010).
Le potentiel d'enracinement des boutures varie en fonction des interactions entre les facteurs

endogenes (potentiel génétique inné de l'espece ou de la variété, age du pied meére, état
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physiologique du pied meére, position et hauteur de prélevement des boutures, type de bouture,
feuilles et surface foliaire totale, état phytosanitaire du pied mére, etc.) et les facteurs exogenes
environnementaux (température, humidité, lumiére, aération, traitement hormonal, irrigation,
nutrition minérale des pieds meres, conteneur, substrat, etc.) (Jackson, 2012 ; Makouanzi et al.,
2014). 1l est important de noter que I'enracinement éventuel des boutures n'est pas le seul
objectif vise. Il faut rechercher également un enracinement abondant et rapide pour une reprise
optimale apres la transplantation. Par conseéquent, une combinaison adéquate entre les facteurs
intrinseques et extrinseques favorisera 1’obtention de boutures d'excellente qualité (Geiss et al.,
2018).

111.3.1. Facteurs endogenes ou intrinséques

Les facteurs endogenes qui ne peuvent étre contrdlés et qui sont liés a la plante elle-méme
induisent des effets significatifs sur la variation de I'aptitude a la formation et au développement

de racines adventives (Hu et al., 2020).
111.3.1.1. Potentiel génétique de I'espéce ou de la variété

Pour la majorité des espéces allogames, il existe une variabilité trés importante de I'aptitude a
I’émission racinaire. Les variations des taux d'enracinement peuvent étre extrémement
importantes entre les espéces végétales, les variétés et méme les clones. En effet, la variabilité
interclonale indique que les boutures pourraient avoir un développement différent suivant leur
origine génétique (Husen, 2013). Cette aptitude n’est pas facile a déterminer visuellement et
seule I'expérience permet de sélectionner les plants qui possedent cette faculté (Hu et al., 2008
; Mankessi et al., 2010). Si les aspects anatomiques, physiologiques, biochimiques, ont été
abondamment étudiés, l'identification des genes impliqués en est a ses tout premiers débuts
(Stenvall et al., 2004 ; Villacorta-Martin et al., 2015). Les recherches de 1’effet génétique sur
I’enracinement des boutures sont effectivement récentes. Un certain nombre de genes impliqués
dans la formation de racines adventives ont été identifiés comme le gene ARF (Auxin Response
Factor) qui joue un réle de régulateur majeur de la formation des racines adventives en modulant
I'noméostasie de l'auxine (Inukai et al.,, 2005; Roosjen et al., 2018) ; le géne GH3
(GRETCHEN HAGEN) qui stimule la conjugaison rapide de I’auxine (Staswick et al., 2005) ;
les genes de la famille AUX1 (AUXIN1) et les LAX1 (LIKE AUX1) connus pour leur capacité
a importer I’auxine a ’intérieur de la cellule ; les génes de la famille des transporteurs ABC
(ATP-BINDING CASSETTE) disposés sur toutes les faces de la cellule et connus pour leur

capacité a exporter 1’auxine vers 1’extérieur de la cellule ; les genes de la famille des
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transporteurs PINs (PIN-FORMED) polarises au niveau de la membrane plasmique ; les génes
de la famille des transporteurs PILS (PIN-LIKES) localisés sur la membrane du réticulum
endoplasmique (Zazimalova et al., 2010 ; Zhou et Luo, 2018. Dahuja et al., 2021) ; les génes
SUR1 et SUR2 (SUPERROOT) qui codent respectivement pour une protéine C-S lyase et le
cytochrome P450 Cyp83B1, impliqués dans la voie métabolique de biosynthése de l'auxine
(Barlier et al., 2000 ; Mikkelsen et al., 2004) ; le géne YUCCA 1 (YUC) qui code pour une
flavine monooxygénase adaptée a la conversion de la tryptamine en N-hydroxyle tryptamine
(NHT), avant que ce composé ne soit transformé en AIA (Zhao et al., 2002 ; Cheng et Zhao,
2006) ; les genes RRD1 et RRD2 et RRD 4 (Root Redifferentiation) qui interviennent dans
certains processus fondamentaux requis pour la prolifération cellulaire lors de l'initiation du cal
dans les explants hypocotyliques (Konishi and Sugiyama, 2003) et le géne SCR
(SCARECROW) qui induit la division périclinale asymétrique d'une cellule initiale a l'origine

de la formation des deux tissus que sont I'endoderme et le cortex (Heidstra et al., 2004).
111.3.1.2. Etat physiologique du pied mere et des boutures

Quel que soit le type de boutures (ligneuses, semi-ligneuses ou herbacées), leur aptitude a
I’enracinement et au débourrement dépend fortement des caractéristiques physiologiques du
pied mere sur lequel elles ont été prélevées (Peer et Greenwood, 2001). La plante mere choisie
doit étre vigoureuse, avoir un port régulier et harmonieux et posséder une bonne végétation. Par
ailleurs, les ortets doivent représenter parfaitement I'espéce, la variété ou le cultivar choisi et
étre parfaitement de bonne qualité. Les composantes phénoliques, la concentration interne de
I’auxine, le statut nutritif des tissus du pied mére et surtout I'equilibre des concentrations en
hydrates de carbone et en azote nitrique et ammoniacal (le ratio C/N) sont également des
facteurs déterminants de la capacité au bouturage. En effet, les boutures possédant des tissus
qui renferment une concentration en hydrates de carbone élevée et une concentration en azote
moyenne, produisent de nombreuses racines (Druege et al., 2000 ; Dag et al., 2012). De ce fait,
il est indispensable de veiller a 1'entretien de la rhizosphére du pied mere et de ’apport d’une
formule équilibrée entre une nutrition minérale compléte et des besoins en eau satisfaisants (Da
Costa et al., 2013).

111.3.1.3. Age du pied mére

Le vieillissement des tissus de la plante présente une signification particuliere dans la croissance
et le développement. L’4ge du pied mere influence I’enracinement des boutures car il reflete

I’état de juvénilité. L'enracinement des boutures prélevées sur des pieds meres ages constitue
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un défi de taille. En effet, au fur et @ mesure de I’augmentation de 1’age des pieds méres (ortet),
on observe généralement une diminution tres rapide de l'aptitude a I’enracinement adventif des
boutures qu'on y préleve (Husen et Pal, 2006). Cette décroissance s'accompagne toujours d'une
diminution importante de la qualité et du développement des boutures (Shepherd et al., 2005).
On distingue trois types d’ages, a savoir : 1’dge chronologique, 1’age ontogénique et 1’age
physiologique. L’age chronologique est li¢ au temps écoulé depuis la germination de la graine
jusqu'a la mort de la plante. L’age ontogénique, quant a lui, est relatif au nombre de divisions
opérées par les cellules initiales, c’est-a-dire le développement spatial de I'individu. Enfin, I’age
physiologique d'une plante renvoie au stade de développement dans lequel se situent la
rhizogenése adventive, la floraison, la sénescence, etc. Ainsi, 1’age physiologique est relatif a
I'état nutritionnel et hormonal de la plante, et par conséquent varie avec la proximité de
prélevement du systeme racinaire (Monteuuis et al., 1989). Le phénomene de maturation peut
engendrer une érosion des gains genétiques réalisés par la selection clonale ou variétale, et de
ce fait constituer un inconvénient trés sérieux pour tout systeme de multiplication vegétative
(Diaz-Sala et al., 1996). Pour de nombreuses espéces forestiéres, les clones infantiles (plants
en pépiniére) sont capables d’atteindre assez facilement un taux de réussite de 90% et plus si
les pieds méres sont issus de jeunes semis (1 a 3 ans). De tels taux accompagnés de la production
de plants durablement vigoureux et orthotropes autorisent alors le reboisement direct a grande
échelle. Les boutures a partir de clones juvéniles (5 a 30 ans) peuvent atteindre un taux de
réussite de I"ordre de 30%. Ce taux est treés suffisant pour fixer les tétes de clones et méme
remplir directement les vergers a graines. En revanche, la faculté d'enracinement adventif des
boutures est pratiquement perdue (souvent 0 a 5% de réussite) pour des clones matures au-dela
de 30 ans (Ballester et al., 1999). Par ailleurs, la forme de croissance des boutures est liée au
facteur d'age. En effet, la transition des formes de croissance ramifiées (plagiotropes) aux
formes dressées (orthotopiques) se produit plus rapidement lorsque les ortets parents sont
jeunes. Cependant, les boutures de certains arbres agés peuvent s'enraciner mais ne perdent pas
la forme de croissance plagiotrope méme aprées plusieurs années (Vidal et al., 2003). Le
phénomeéne de maturation est un facteur important dans la réussite du bouturage, il est donc
indispensable d'envisager des techniques de rajeunissement qui consistent a rabattre plus ou
moins séverement le pied mere de maniére a obtenir une repousse de rameaux jeunes et
vigoureux avant d'entreprendre toute opération de propagation vegétative. En depit de ces
avantages, cette technique a ses limites et n’est pas efficace sur des plantes treés agées que 1’on
voudrait malgré tout multiplier (Greenwood et al., 1989). Une autre solution consiste a réaliser

une succession de repiquages in vitro qui permettrait de retrouver un caractére juvénile et
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d’obtenir, aprés acclimatation, des pieds meres ayant une meilleure aptitude au bouturage
(Mufoz-Gutiérrez et al. 2009).

111.3.1.4. Position et hauteur de préléevement des boutures

Le succes de I’enracinement et la réussite du bouturage sont conditionnés par le lieu de
prélevement des boutures sur I'arbre. D'une maniére générale, plus les boutures sont prélevées
sur la tige principale et proches du systéme racinaire, plus leur récalcitrance a la rhizogenése
adventive diminue. L’effet de la position sur le développement des racines adventives se
manifeste, d'une part, sur la rapidité d'entrée en croissance et, d'autre part, sur le pourcentage
de boutures enracinées (Husen et Pal, 2007 ; Otiende et al., 2017). Si le bouturage a partir de
rameaux dormants de la cime est pratiqguement irréalisable, il est relativement aisé de bouturer
des gourmands émis directement sur le tronc, ainsi que des rejets de souche. En effet, au fur et
a mesure que 1’on s’¢loigne de I’apex et que 1’on se rapproche de la région basale, on observe
une augmentation des teneurs en éléments minéraux endogeénes (azote, zinc, manganese et fer),
en sucres solubles (glucose, fructose, saccharose et sucres solubles totaux), en métabolites
secondaires (les alcaloides, les terpénoides et les composés phénoliques) et en phytohormones
(auxines) (Caplan et al., 2018). Ainsi, la variation de la rhizogenése dépend également de la
topophysie qui est un phénomene par lequel certaines caractéristiques sont conservées par les
parties de la plante pendant diverses périodes. A titre d’exemple, les boutures issues de rameaux
de cime ne perdent la forme de croissance plagiotrope qu’aprés plusieurs années (Owusu et al.,

2014).
111.3.1.5. Type de boutures

Les techniques de bouturage utilisées a I'échelle opérationnelle différent selon le type de
boutures. On distingue trois types de boutures de tige en fonction de la maturité des tissus : les
boutures herbacées, les boutures semi-ligneuses et les boutures ligneuses (Boutherin et Bron,
2013).

a) Bouturage herbacé

Les boutures herbacées ou boutures en vert sont des jeunes rameaux feuillés prélevés sur des
arbres étalons ou pieds meéres en pleine croissance et végétation. La durée optimale de
prélevement des boutures herbacées correspond a la phase de croissance, qui se situe
habituellement au printemps (de la mi-mars a la mi-mai). La gestion de la serre et le suivi

minutieux des boutures sont particulierement pertinents dans la multiplication des boutures
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herbacées. En effet, plus les racines apparaitront tot, plus rapidement les jeunes plantules seront
autonomes pour leur absorption en eau et nutrition minérale (Hrideek et al., 2019). Le bouturage
herbacé en masse de jeunes individus permet une multiplication & grande échelle et offre de
meilleures chances de réussite pour les especes recalcitrantes ayant montré une grande
performance en termes de productivité (McGroarty, 2006). Cependant, les tissus des boutures
herbacées sont encore tendres, fragiles et nécessitent un meilleur contréle des conditions
édapho-climatiques pour réussir I’émission de racines avant de flétrir et dépérir (Fabbri et al.,
2004). Le bouturage herbacé comprend trois principales phases, a savoir : le prélevement des
boutures sur des pieds-meres élites dans des parcs a bois présentant une authenticité variétale
et un bon état phytosanitaire, I'enracinement des boutures et enfin, la production de plants en
pépiniére forestiére, sous les serres de nébulisation puis d’endurcissement selon des techniques

culturales adaptées (conteneur, fertilisation, irrigation, etc.) (Mayer et al., 2020).
b) Bouturage semi-ligneux

Les boutures semi-ligneuses ou boutures semi-ao(tées sont des boutures semi-herbacees qui
commencent leur aoltement et endurcissement (lignification) avec une augmentation de leur
teneur en matiere séche (Johnson et al., 2020). Le bouturage semi-ligneux s'effectue
généralement a la fin de la saison de croissance et la date de prélevement optimale se situe
habituellement de la mi-mai a la mi-juin. Cette technique est largement utilisée pour multiplier
les arbres a feuillage persistant ainsi que les coniféres a feuilles plates (Ky-Dembele et al.,
2016).

c) Bouturage ligneux

Les boutures ligneuses ou boutures aoltées sont généralement des boutures de rameaux de bois
sec bien lignifiés, prélevées apres la chute automnale des feuilles (Shry et Reiley, 2016). Le
stade de prélevement optimal pour ces boutures est I'automne ou I’hiver, pendant le repos de la
végétation avant le débourrement des bourgeons. Les boutures sont récoltées sur des rameaux
dormants, et conservées au froid jusqu'a leur utilisation (Stewart, 2012). Pour une longue durée
d'entreposage des boutures ligneuses, la conservation pourra se faire a -2°C pendant 3 a 4 mois.
La coupe doit étre faite au sécateur désinfecté ou a l'aide d'un couteau tranchant, en biais sur la
face opposée au bourgeon. La partie basale du rameau ainsi que l'apex, souvent mal ao(té sont

généralement enlevés. (Mankessi et al., 2010).
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111.3.1.6. Nombre et forme des feuilles

La forme et le nombre de feuilles d'une bouture sont également des facteurs importants de la
réussite du bouturage de rameaux feuillés, dans la mesure ou I’initiation, la croissance et le
développement des racines adventives sont stimulés par les feuilles. Comme les bourgeons
axillaires sont constitués d'ébauches foliaires, on peut logiquement penser que leur action sur
I’enracinement est essentiellement due a la présence de ces feuilles (Gomes et al., 2018).
L'optimisation de I'effeuillage des boutures fait partie des facteurs de réussite du bouturage car
il a des effets importants sur les premieres phases de I'enracinement (survie des boutures,
initiation des racines, etc.) (Thomas et Schiefelbein, 2004). En effet, un grand nombre de
feuilles ou une surface foliaire trop grande peuvent engendrer un stress hydrique chez la
bouture, retarder l'initiation des racines ou provoquer un dessechement prématuré des boutures
qui ne possédent pas encore de racines (Caplan et al., 2018). Ces feuilles matures produiraient
au cours de la photosynthese les éléments responsables (photoassimilats et hormones végétales)
de la stimulation rhizogéne. Par ailleurs, le méristeme apical de lI'apex végétatif constitue un
centre de synthése de plusieurs phytohormones (auxines) susceptibles d'intervenir dans la
croissance et le développement des racines adventives. En condition de multiplication, 1’énergie
photosynthétique produite par une feuille immature est principalement utilisée pour compléter
sa croissance et non pour stimuler I’enracinement (Tarrago et al., 2005). Ainsi, il faut choisir
une surface foliaire mature et suffisante pour produire 1’énergie nécessaire au développement
des racines, mais non excessive, afin de ne pas épuiser la bouture. Trop de feuilles nuit
également a la bonne distribution des gouttelettes de nébulisation, qui doivent se répartir
uniformément sur tout le feuillage pour maintenir sa turgescence (Tchoundjeu et al., 2002 ;
Rapaka et al., 2005).

111.3.1.7. Etat sanitaire du pied mere et des boutures

L’une des principales caractéristiques de la multiplication végétative étant la transmission des
maladies présentes au moment du prélevement (Nelson, 2003 ; Mason, 2004) ; il est impératif
de veiller a ce que le matériel multipli¢ soit sain et d’adopter une « chaine sanitaire » qui
commence au pied mere (amont) et se termine a la transplantation de la bouture (aval). Ce
protocole doit comporter I'essentiel des régles sanitaires a respecter, a savoir : prélever les
boutures sur des pieds méres sains ; désinfecter, entre chaque plante, le matériel de préléevement
pour limiter le risque de transmission des maladies (spécialement virales et bactériennes) ;
stériliser ou désinfecter le substrat ; désinfecter ou acheter de nouveaux conteneurs ; désinfecter

les tablettes avec les mémes produits que pour la désinfection des contenants. Enfin, tout au
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long de la culture, il faudra surveiller de trés pres I'état sanitaire et intervenir avec une technique
adaptée (Kim, 2017).

111.3.2. Facteurs exogénes ou extrinséques

111.3.2.1. Saison de bouturage

Les résultats obtenus au cours de différentes campagnes de bouturage peuvent varier dans le
temps, bien que le matériel génétique soit comparable et la technique de bouturage identique
(Xue et al., 2013). Une partie de ces variations saisonnieres peut étre attribuée aux changements
morphologiques du cycle phénologique des plantes. Une autre partie s'explique par [I'état
physiologique des boutures, en relation avec les saisons et les variations du climat qui sont
devenues parfois extrémes. De ce fait, pour cibler la meilleure période de récolte, on peut étre
guidé par I'état d'activité de la plante. La principale période pour bouturer est fixée selon les
especes. Les boutures de rameaux feuillés peuvent se faire en toute saison, mais les périodes
les plus favorables sont celles avant ou juste apres le débourrement des bourgeons de l'arbre, ce
qui correspond & la période de croissance active, c'est-a-dire d'élongation de nouvelles pousses
(Teklehaimanot et al., 2004).

111.3.2.2. Conditions environnementales

Durant le processus de bouturage, la période qui détermine le taux de réussite de la
multiplication est celle pendant laquelle les boutures sont dépourvues de systeme racinaire tout
en subissant les conditions environnementales variables (Geiss et al., 2018). La croissance et le
développement des plants dans la pépiniére sont affectés a la fois par les conditions climatiques
au-dessus du sol (humidité, température et lumiere) et les conditions édaphiques du sous-sol
(type de substrat, eau et éléments nutritifs). Ces conditions environnementales induisent des
effets significatifs sur I'aptitude & la formation et au développement de racines adventives
(Jaenicke, 2006 ; Hu et al., 2008).

a) Température

La température figure parmi les facteurs les plus importants a gérer pendant I’enracinement des
boutures. Le maintien d'une température uniforme constitue la condition la plus favorable pour
I'enracinement des boutures (Corréa et Fett-Neto, 2004). Une température adéquate de 1’air et
du substrat favorise la formation de cals, permet un meilleur taux d’enracinement ainsi qu’une
plus grande vitesse de formation et de développement des racines, a travers la modulation du

métabolisme de l'auxine endogéne, son transport et son absorption. En régle générale, le
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maintien de la température du substrat de 2 a 5 °C supérieure a la température ambiante de 1’air
permet de stimuler la division cellulaire du cal (Druege et al., 2000). La température optimale
du substrat varie en fonction des génotypes et des especes multipliées, mais se situe
généralement entre 25 et 32°C pour la premiére phase de I’enracinement (Hansen, 1989). La
température ambiante moyenne favorable de 1’air varie entre 20 et 25 °C, ce qui permet de
ralentir le développement des pousses en attendant la mise en place d’un systéme racinaire. S’il
n’y a pas de systtme de chauffage sur les tables (cables chauffants électriques ; cables
chauffants a 1’eau ; tapis chauffants ; couvertures chauffantes, etc.), des températures ambiantes
de 25 a 27 °C le jour et de 15 °C la nuit sont généralement recommandées (Ragonezi et al.,
2010). Les basses températures (inférieures a 18°C) ne permettent pas I'enracinement des
boutures. Par ailleurs, une température élevée de I'air favorise le débourrement des bourgeons
et la croissance de la partie aérienne au détriment du développement radiculaire. Ainsi, le
réchauffement excessif qui pourrait résulter d'un manque d'ombrage provoque la plupart du
temps une hausse importante de la transpiration du feuillage et cause donc le desséchement et
la mort des boutures (Corréa et Fett-Neto, 2004).

b) Lumiere

La lumiére joue également un réle important dans I’entrée en croissance des racines adventives,
mais ce role est difficile @ mesurer, notamment pour certaines especes (Sorin et al., 2005). Une
bonne intensité lumineuse est indispensable pour I’enracinement et pour la reprise de croissance
et de développement des boutures. En effet, la photopériode est nécessaire pour maintenir
’activité photosynthétique, la production des glucides (énergie) et leur transport vers la zone
d'enracinement (Lopez et Runkle, 2008). Avant la formation de cals, les boutures sont en état
de stress et font peu de photosynthése car les stomates sont souvent fermés. A cet égard, il est
recommandé de réduire la luminosité, afin d’éviter d’ajouter un stress supplémentaire (chaleur
et assechement) aux boutures. Apres 1’émergence des racines, 1’intensité lumineuse doit étre
réhaussée progressivement jusqu’a atteindre un éclairage d’appoint afin de réduire le temps
d’enracinement et d’éviter aux pousses des jeunes plants de trop s’étioler (Fett-Neto et al.,
2001). Par contre, son absence se traduit par le maintien de 1’état de latence des apex de racines
adventives présentes dans les zones apicale et basale et ’entrée en croissance des seules
ébauches des zones médianes. Les racines adventives présentes dans la zone médiane sont donc
les seules capables d'entrer en croissance méme en absence de lumiere, car il semblerait qu'elle
dispose d'une réserve énergétique et nutritionnelle suffisante pour permettre la croissance
racinaire (Ruedell et al., 2013).
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¢) Humidité

Les boutures sont des organes isolés a l'interface sol-atmosphére, et sont extrémement
vulnérables a la déshydratation parce qu’elles ne peuvent puiser 1’eau dans le substrat de fagon
suffisante et ont tendance a subir une perte continue d’eau par la transpiration ou par les surfaces
des coupes (Davis et Potter, 1989). Pour maintenir toutes les fonctions physiologiques de la
bouture, le prélevement doit se faire tot le matin, afin de réduire au minimum la transpiration
et le desséchement des boutures. Ainsi, les boutures doivent étre confinées dans une atmosphere
a hygrométrie élevee et dans un endroit ombragé pour limiter le desséchement et réduire au
maximum la transpiration pendant la période qui s’étale entre le prélévement des boutures et
I’émission des racines (Kalyoncu et al., 2009). Cependant, il ne faut pas apporter une quantité
d’eau excessive afin d’éviter une accumulation d’eau dans le substrat et causer par conséquent
I’asphyxie de la base de la bouture due a une réduction de 1’aération (Ersoy et al., 2010). De ce
fait, deux méthodes spécifiques de I'numidification peuvent étre utilisées afin que 1’humidité
relative ne baisse pas en dessous d’un certain seuil (85-90%), a savoir : la mise a 1’étouffée
(sous film de polyéthylene clair ou blanc) et la brumisation (sous nébulisation (mist) ou
brouillard (fog)). Une combinaison de ces deux méthodes est également possible (I'utilisation
de brumisation ou micro-brumisation sous une serre) (Newton et Jones, 1993). Pour améliorer
le taux de réussite du bouturage, d’autres pratiques culturales permettant la réduction des pertes
en eau peuvent étre également envisagees comme : cirer les entétes des boutures ligneuses,
limiter le nombre de feuilles sur une bouture a deux demi-feuilles seulement et incorporer une
légére dose de surfactant (agent mouillant) dans I’eau du systéme de nébulisation afin de
permettre aux gouttelettes de s’écraser sur le feuillage et faciliter la réhydratation des feuilles

(Blythe et al., 2004).
d) Aération

L’eau n’est pas 1’¢lément le plus important a apporter aux boutures ; un film d’eau arrosant en
permanence le feuillage peut d’ailleurs nuire a leur respiration et favoriser la croissance de
maladies fongiques (De Almeida et al., 2017). Les processus de rhizogenese ont également
besoin d’une quantité suffisante d’oxygene pour produire 1’énergie nécessaire et améliorer la
vitesse des réactions métaboliques. (Aghdaei et al., 2019). Un substrat gorgé d’eau ralentit la
formation des cellules du cal et peut provoquer ’asphyxie et méme la mort des cellules. De ce
fait, la gestion de I’humidité doit étre modulée selon les stades d’enracinement. Les
nébulisations doivent démarrer dés que I’eau libre est asséchée sur le feuillage et ne devrait pas

permettre le ruissellement de I’eau du feuillage au substrat (Mabizela et al., 2017). Des
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I’apparition du cal, les nébulisations sont progressivement réduites, au fur et a mesure que les
racines prennent la reléve pour apporter de 1’eau aux feuilles (Swarts et al., 2018 ; Beck-Pay et
Laing, 2019). Par ailleurs, le taux d’oxygeéne détermine la profondeur limite d’enracinement
dans le sol permettant un développement racinaire. En effet, en dessous de 15% d’oxygéne,
I’absorption minérale décroit. En dessous de 12%, il n’y a plus d’initiation de nouvelles racines.
En-dessous de 5%, il n’y a plus de croissance racinaire. En-dessous de 1%, les racines perdent
du poids et meurent. Par conséquent, le maintien d’une forte microporosité générale et la
constitution d’une macroporosité verticale réapprovisionnant les horizons profonds, sont les

garants d’un bon développement racinaire (Zheng et al., 2020).
I11.3.2.3. Substrat d’enracinement

La composition physico-chimique, la texture et la structure du substrat doivent assurer les
conditions favorables au développement des racines adventives, et plus généralement les
conditions indispensables a leur bon fonctionnement pour nourrir la plante. En effet, le substrat
doit maintenir les bases des boutures a 1’abri de la lumiére, tout en assurant un bon apport
hydrique, sans provoquer un manque d’oxygeéne (Jackson, 2012). Les substrats different par
leurs caractéristiques physiques et chimiques, en particulier leur porosité, leur pouvoir de
rétention en eau, leur capacité d’échange cationique, leur pH, leur conductivité électrique, etc.
De ce fait, une attention particuliére doit étre portée a ces propriétés physico-chimiques
importantes. Généralement, le mélange d'un composant organique (par exemple la tourbe) et
d’un composant minéral (par exemple la perlite, la vermiculite, le sable grossier, etc.) répond a
ces conditions. Une teneur relativement élevée de la matiere organique permet de garantir une
bonne capacité de rétention en eau et d'échange cationique, ce qui favorise également la
rétention des éléments minéraux, notamment lors des premieres fertilisations apres la phase
d'enracinement (Kreen et al., 2002). Par conséquent, un substrat poreux bien aéré favorise le
drainage de I’eau et la disponibilité en oxygene, principalement lors de la phase d'enracinement
et apres la transplantation des boutures enracinées. En regle générale, le volume d’air ne doit
pas étre en dessous de 15% du volume de substrat afin d’assurer 1’aération de ce dernier et la
présence d’oxygene (Blok et al., 2017). Dés I’apparition des racines adventives, le substrat doit
progressivement sécher entre deux arrosages successifs, afin de favoriser les échanges
gazeux entre la rhizosphére autour des racines et I'atmosphére, augmenter 1’oxygénation des
poils absorbants et accroitre la division et la croissance des cellules racinaires (Lebude et al.,
2004). En effet, les boutures s'enracinent trés bien dans du sable grossier, faible en sels

(conductivité électrique (C.E) < 0.75-1.0 mS) avec un pH non alcalin entre 5,2 et 6,5 (ou
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correspondant au besoin de I’espéce) (Tenenbaum, 2003). Par ailleurs, un substrat
d'enracinement ayant un réchauffement rapide est trés nettement favorable a I'enracinement des
boutures car il permet de lutter contre la pourriture et la prolifération d’organismes
phytopathogenes (Mufioz-Gutiérrez et al., 2009). Ainsi, ’utilisation d’un substrat de culture
sain (exempt de maladies, ravageurs et adventices) est un bon investissement. Quant a la qualité
phytosanitaire, le substrat doit étre stérilisé de la méme maniére que les conteneurs, surtout
lorsqu’il est recyclé en pépiniére (longue durée d'exposition au soleil d'été sous une couverture

en plastique, désinfection chimique, etc.) (Shah et al., 2006).
111.3.2.4. Conteneurs

La nature du conteneur, la volumétrie, la densité des cavités, le nombre de boutures par cavité
et la profondeur de plantation ont une influence sur I'enracinement des boutures (Brown et Klett,
2020). Durant la phase d'endurcissement, le choix des dimensions du conteneur doit étre
suffisamment réfléchi en fonction de la durée de plantation, la taille et la vigueur recherchées
du plant. En effet, pour améliorer la reprise et la croissance et échapper aux risques
d'enroulement et de formation d’un chignon racinaire (les racines tournent en rond au fond du
pot), le volume du substrat doit étre suffisamment important, notamment dans des conditions
difficiles, d'ou I'adoption d’un volume moyen de 200 cm® représentant un bon compromis
technico-économique en zone tempérée méditerranéenne. Par ailleurs, la durée
d'endurcissement ne doit pas excéder 12 mois pour des volumes inférieurs a 200 cm?® (Jaenicke,
2006). Ainsi, la densité de plantation ne doit pas étre tres élevée afin de permettre un
développement harmonieux du plant, aussi bien en hauteur qu'en diametre (respect des normes
hauteur-diametre) (Campos et Caligari, 2017). Le systeme racinaire doit se répartir
uniformément dans le substrat pour éviter la déformation due aux enroulements et a
I’échelonnage des racines latérales autour du pivot. Par conséquent, les sols a texture fortement
argileuse ou présentant un obstacle a la pénétration racinaire accentuent les défauts préexistants
(chignons), et favorisent les chablis et les mortalités ultérieurs (LeBude et al., 2006 ; Markovic
et al., 2020). Les boutures sont généralement insérées dans le substrat de fagcon a ce que les
points de coupe des boutures se situent a une profondeur variant de 1 & 2 cm (trois nceuds
axillaires) sous la surface du substrat. Cependant, plus la profondeur augmente plus 1’aération
diminue et plus la probabilité de formation des cals a la base de la bouture augmente, ce qui

entrave la formation des racines (Brickell, 2003).
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111.3.2.5. Phytohormones rhizogenes

Les hormones de croissance jouent un réle essentiel dans plusieurs processus de développement
des plantes (Egbe et al., 2012). Parmi celles-ci, I’auxine (auxein qui signifie croitre), découverte
a la fin du XIXe siécle, est considérée comme une phytohormone de croissance végetale
indispensable dans la biologie d’une plante. Elle agit de fagon synergique avec 1’éthyléne et
I’acide abscissique et de fagon antagoniste avec les cytokinines et 1’acide gibbérellique pour
déclencher une série de processus qui participent a la formation des racines adventives (Steffens
et Sauter, 2006). L’auxine a d’abord été découverte dans les tissus des végétaux supérieurs sous
forme d'acide indole-3-acétique (AlA) qui constitue la forme majoritaire a 1’état naturel dans
les plantes. Cependant, de nombreuses substances naturelles possédent des propriétés
auxiniques analogues. Ces composés auxiniques présentent comme point commun un noyau
aromatique et une fonction carboxylique (Fogaca et Fett-Neto, 2005). Des recherches récentes
ont prouvé que les plantes sont capables de produire d’autres formes d’auxines endogenes
actives, comme l'acide indole-3-butyrique (AIB), l'acide 4-chloro-indole-3-acétique (4-Cl-
AlA) et l'acide-2-phénylacétique (APA) a faible activité auxinique (figure 22) (Bajguz et
Piotrowska, 2009).

(0] 0
Cl COOH
OH OH
N\ A OH N i
NH NH NH
Acide indole-3-acétique Acide indole-3-butyrique Acide 4-chloro-indole-3 Acide-2-phénylactique
(ATA) (ATB) -acétique (4-Cl-ATA) (APA)

Figure 22. Structure chimique des principales auxines naturelles (Taiz et Zeiger, 2010).

=}

D’autres molécules synthétiques possédent un noyau benzéne ou naphtalene et sont associées
au terme « auxines synthétiques » par leurs activités biologiques de type « auxinique ». On
distingue I'acide 1-naphtaléne-acétique (1-ANA), I'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D),
I'acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique (2,4,5-T), l'acide 2-méthoxy-3,6-dichlorobenzoique
(Dicamba) et 1’acide 4-amino-3,5,6-trichloropicolinique (Pichlorame) (figure 23) (Ludwig-
Miiller et al., 2005 ; Woodward et Bartel, 2005 ; Bajguz et Piotrowska, 2009). Contrairement a
ce qui a longtemps été admis, la réponse des plantes a 1’auxine n’est pas universelle. En effet,
chaque tissu montre une sensibilit¢ & une concentration d’auxine spécifique, ce qui nécessite
des recherches pour définir la concentration la plus adaptée pour chaque tissu et chaque espéece

avant de commencer la multiplication végétative a grande échelle (Imin et al., 2007 ; Baul et
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al., 2009). Méme s’il est largement admis que le traitement avec 1’AIB est habituellement
nécessaire, une concentration trop élevée pourrait donner 1’effet inverse de celui recherché et
inhiber complétement I'émission des racines et donc diminuer le taux de réussite du bouturage

(Sulusoglu et Cavusoglu, 2010 ; Tromas et al., 2010).
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(ANA) acétique (2,4-D) acétique (2.4,5-T)

Figure 23. Structure chimique des principales auxines (Taiz et Zeiger, 2010).

Acide 2-méthoxy-3,6-dichloro- || Acide 4-amino-3,5,6-trichloro-

benzoique (Dicamba) picolinique (Pichlorame)

L’auxine est une phytohormone qui joue un réle central dans tous les processus physiologiques
de la plante. Les actions de 1’auxine sur la croissance et le développement de la plante sont
multiples et varient en fonction de sa concentration et du type de tissu sur lequel elle agit. En
effet, elle stimule I'élongation des cellules dés les premiers stades de I'embryogeneése et contréle
aussi bien l'organisation du méristeme apical (phyllotaxie) et la ramification des parties
aériennes de la plante (dominance apicale). L auxine joue aussi un réle dans 1’organogenése,
dans la mesure ou elle agit sur la rhizogenése, en favorisant I’apparition de racines adventives
sur les boutures. Par ailleurs, I'auxine joue également un réle fondamental dans I’adaptation de
la plante au stress hydrique a travers la réponse différenciée des racines aux gradients d'humidité
du sol et la contribution a la capacité de production des radicelles qui se dirigent vers les zones
de sols plus riches en eau disponible. En outre, I'auxine intervient dans les tropismes en réponse
a la gravité (gravitropisme) ou a la lumiére (phototropisme positif). En effet, un éclairement
dissymétrique de la tige entraine une migration latérale de 1’auxine a des concentrations plus
importantes du coté éclairé vers le coté placé a I'obscurité ce qui favorise la croissance rapide
du c6té sombre et la courbure de la tige vers la source de lumiere. Ainsi, dans les rameaux
fructiféres, I’action de 1’auxine est suffisamment forte pour retarder la senescence des feuilles
et stimuler I’induction florale, le développement et la maturation des fruits. Le cas des plants
issus de boutures qui fleurissent I’année de la plantation s’explique ainsi (Sauer et al., 2013).
En agissant sur 1’¢longation cellulaire ou auxese, 1’auxine favorise la croissance cellulaire en
longueur et la croissance de la plante. Ce mode d’action est di a la croissance acido-dépendante
causée par 1’augmentation du potentiel protonique de la membrane (la tension entre les deux
cotés de la membrane est plus forte). L’acidification de la paroi a pour conséquence d’activer

les expansines (protéines non enzymatiques) qui induisent la relaxation de I’armature de
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cellulose, la séparation des polysaccharides de connexion (hémicellulose et microfibrilles) et
I'extension des parois des cellules végétales de fagcon pH-dépendante en coupant les liaisons
hydrogenes (non covalentes) entre les microfibrilles de cellulose et d’autres composants de la
paroi cellulaire. Par la suite, 1’augmentation de la concentration protonique (H+) favorise
I’entrée d’ions potassium (K+) qui vont permettre 1’entrée d’eau dans la cellule par un
phénoméne d’osmose, d’ou une augmentation de la pression de turgescence qui s’exerce sur la
totalité de la paroi cytoplasmique. La complémentarité entre ces facteurs physiologiques
entraine I’allongement cellulaire et ceci lorsque la pression de turgescence a l'intérieur de la
cellule dépasse 1’¢élasticité de la paroi végétale. Ces multiples effets a I'échelle de la plante
résultent du contrle qu'elle exerce sur la division cellulaire et certaines étapes de

différenciation (figure 24).
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Figure 24. Mécanisme de I’augmentation de la pression de turgescence et la plasticité de la
paroi cytoplasmique sous [’effet de [’auxine (AIA).

Si la division cellulaire cesse, la croissance s’arréterait et le développement des fleurs et des
fruits serait interrompu (ils tomberaient), empéchant ainsi la formation de bourgeons (Tromas
et al., 2010). De plus, I’auxine active et dirige le mouvement des photoassimilats (aliments,
sucres) vers la plante entiére. Au fur et a mesure que la plante se développe, les auxines sont
davantage produites dans les feuilles et se déplacent vers les racines ce qui conduit a la
migration de plus de séve brute vers la partie aérienne de la plante (figure 25). Ainsi, au fur et
a mesure que la quantité d’auxines dans la partie aérienne de la plante augmente, elle provoque
la dormance dans les bourgeons végetatifs et reproducteurs (Liu et al., 2013). Lorsque les
plantes atteignent la vigueur et le stade de croissance les plus développés, la grande quantité
d’auxines transportée et accumulée dans les racines aura tendance a inhiber la division
cellulaire. La perte de vigueur des racines qui en résulte provoque I’apparition de la sénescence

(mort cellulaire) de la plante (Ellis et al., 2005). Des que la sénescence commence, la quantité
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d’auxines augmente dans les bourgeons et les zones fructiféres. Ainsi, on assiste a une
augmentation de la quantité d’éthyléne et d’acide abscissique dans les fruits, les grains et les

tissus de stockage, qui commencent leur maturation (McAtee et al., 2013).

Actions de I’auxine sur
la croissance cellulaire
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de la plas ticité pariétale CELLULAIRE nouvelles protéines

Figure 25. Action de [’auxine sur la croissance cellulaire (Richard et Johnson, 2019).

111.3.2.6. Nutrition minérale

Les plantes, grace a leur systéme racinaire, absorbent les sels minéraux qui leur sont nécessaires
et qui jouent un réle essentiel dans leur métabolisme. Les éléments minéraux n’ont pas un effet
cumulatif mais ils interagissent entre eux lorsqu’ils sont apportés sous forme d’une solution
nutritive. En effet, le calcium (Ca), I’azote (N) et le zinc (Zn) affectent significativement le
nombre de racines, alors que le phosphore (P), le fer (Fe), le manganése (Mn) et l'azote
influencent la longueur des racines (Schwambach et al., 2005). Ces nutriments minéraux
peuvent fonctionner comme des constituants de structures organiques, des activateurs, des
catalyseurs des réactions enzymatiques, osmorégulateurs, etc (Lanteri et al., 2006). Les besoins
de la jeune bouture en éléments minéraux varient considerablement selon les stades
d’enracinement. En effet, avant la formation des racines adventives, la bouture n’est pas apte a
consommer des éléments minéraux et 1’apport excessif d’éléments minéraux dans le substrat
peut nuire au développement racinaire. Il est donc conseillé d’utiliser un substrat

d’enracinement faible en sels (C.E < 1,0 mS) et d’apporter des éléments fertilisants au fur et a
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mesure que 1I’enracinement progresse. Ainsi, une faible fertilisation foliaire peut étre appliquée
afin d’éviter 1’apparition de carences car le feuillage peut perdre une partie de ses minéraux.
Au moment de la formation des cals, les boutures commencent déja a devenir un peu plus
autonomes car une certaine quantité¢ d’eau et d’¢éléments minéraux peuvent entrer dans la tige.
De ce fait, une fertilisation équilibrée et adéquate, une ou deux fois par semaine, donne
généralement de bons résultats (Schwambach et al., 2005). Par ailleurs, la réserve en éléments
minéraux des pieds méres est primordiale pour la production et I'enracinement des boutures.
Par conséquent, avant I'échantillonnage des boutures, les pieds meres doivent étre bien
entretenus et convenablement fertilisés afin que les boutures aient un meilleur pourcentage
d’enracinement. Enfin, la concentration foliaire en éléments minéraux devrait également étre
surveillée car ces éléments favorisent la division cellulaire et la croissance des apex racinaires
(Miller et al., 2003).

111.3.2.7. Alimentation hydrique

L'alimentation en eau des boutures de tiges feuillées est certainement le facteur le plus
déterminant dans la reprise des boutures. De ce fait, la procédure de prélevement des boutures
doit se faire de telle maniere a ce que les boutures échappent au stress hydrique. Afin d'éviter
la perte en eau par transpiration et le desséchement des boutures, il s'avére nécessaire d’arroser
les pieds méres et de les prélever tot le matin. Apres le prélévement, il est recommandé de
conserver les boutures dans des sacs humides ou dans une glaciere, particulierement lorsque la
durée de transport est longue entre le site d'échantillonnage des boutures et la station de
bouturage. Pour les espéces qui possedent de larges feuilles, la surface foliaire des boutures doit
étre réduite car les pertes d'eau par transpiration au niveau des feuilles peuvent causer le
flétrissement des boutures avant que I'émission de racines adventives n’ait permis de prendre le
relais de I'alimentation hydrique a partir du substrat (Parker, 2009). En plus de leur sensibilité
au desséchement, les boutures sont également sensibles aux exces d'eau dans le substrat de
croissance. De ce fait, aprés le repiquage des boutures dans le substrat d'enracinement, des
arrosages raisonnes avec de l'eau sont également recommandés (Puri et Thompson, 2003).
Cependant, la mauvaise qualité de I'eau d'irrigation (minéraux, pH, taux de salinité, types de
sels) dans les zones arides et semi-arides peut avoir des effets négatifs sur I'enracinement et la
croissance des plants issus de boutures. Certains éléments et ions, dont le calcium, le
magnésium, le sodium, le bore, le chlorure, le bicarbonate, le fluorure, le fer et le soufre,
présentent un risque s’ils existent dans I'eau d'irrigation. En effet, lorsque le calcium et le

magnésium se trouvent dans l'eau qui est considérée comme «une eau dure » peuvent
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provoquer le colmatage des équipements d’irrigation, ce qui peut empécher les composants du
systeme de bien fonctionner. Ces deux éléments ainsi que le bicarbonate sont souvent
responsables du pH élevé et/ou de l'alcalinité de I'eau d'irrigation qui peuvent engendrer des
symptomes de carence et causer le dessechement foliaire lors de la croissance des boutures
(Sarkar, 2009). Le sodium et le chlorure, a certaines concentrations, peuvent s’avérer toxiques ;
c’est le cas du chlorure a un niveau supérieur a 350 mg/L. Le bore et le fluorure peuvent
également causer des problemes de toxicité. Le bore ne pose généralement pas de probleme s'il
se trouve a des niveaux inférieurs a 0,5 mg/L, mais a des niveaux plus éleves (> 2,0 mg/L), I'eau
d'irrigation devient toxique (Prabucki et al., 1999). Le fluorure, se trouve dans I'eau de ville. De
nombreuses plantes a feuillage sont sensibles aux fluorures. Si la concentration du fluorure est
élevée (> 0,2 mg/L), le risque de toxicité peut étre évité en augmentant I'ombrage, en ajustant
le pH du substrat et/ou de l'eau d'irrigation, ou en évitant 1’utilisation d’engrais ou de
composants de substrat contenant des fluorures. Enfin, le fer et le soufre peuvent laisser des
résidus sur les feuilles et provoquer la formation de bactéries susceptibles de boucher les buses
du systéme d’irrigation (Hilo et al., 2017).
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IV. ldentification des principaux genes impliqués dans la formation des racines et

conception in silico d’amorces oligonucléotidiques

1V.1. Homéostasie et métabolisme de I’auxine dans la plante

L’homéostasie, homoios (similaire ou semblable) et stasis (stabilité) en grec, est un processus
de régulation complexe intégrant une multitude de systémes de contréle qui permettent de
maintenir un équilibre dynamique du milieu interne malgré les fluctuations constantes de
'environnement externe d’un organisme vivant. L’idée d’homéostasie fut initialement définie
en 1866 par le physiologiste francais Claude Bernard, pionnier de la physiologie moderne
(Péncik et al., 2013). L’homéostasie de 1‘auxine correspond a la capacité que peut avoir une
cellule a maintenir son équilibre de fonctionnement dans le milieu intérieur en dépit des
contraintes externes. Elle requiert toute une série de processus biochimiques qui varient de
maniere complexe en impliquant plusieurs substances (figure 26) (Ljung et al., 2002 ; Mateo-
Bonmati et al., 2019).

Biosynthése Biosynthése
(Voie dépendante du Trp) (Voie indépendante du Trp)
4 TIAA — R
Transport , libre ) Conjugaison
/ \ |
Compartimentation Oxydation
Décarboxylation

Figure 26. Homéostasie de l'auxine avec diverses voies métaboliques : la biosynthese, la
conjugaison, le transport, la compartimentation et la dégradation (Péret et al., 2009).
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L’homéostasie de I’auxine est strictement régulée au sein de chaque cellule en modulant non
seulement le métabolisme (1’anabolisme et le catabolisme) mais également la conjugaison (pour
I’inactiver), le transport (pour attirer ou évacuer), la compartimentation (pour la stocker ou
I’inactiver) ou la dégradation (oxydation ou décarboxylation) (figure 27) (Kerk et al., 2000 ;
Seo et Park, 2009).

Synthése

.- Trp —__ CYP79B2/B3

“ TAAI
TAR

[PyA

Transport AUXT/LAX

Catabolism
IAA
IAM'T GH3 DAO uUGT
group L
MelAA OxIAA
IAA-Asp 1AA-Glc

Figure 27. Diverses voies d’homéostasie de [’auxine dans les boutures. (A) Voies de
biosyntheése de I’AIA. (B) Différents genes intervenant dans le transport polaire de I’AIA. (C)
Processus possibles de conjugaisons et de dégradations de I’AIA. Les genes impliqués dans
ces processus sont en rouge et en vert (Sanchez-Garcia et al., 2018).

1V.1.1. Biosynthése de I’auxine

L’auxine est majoritairement synthétisée au niveau des organes photosynthétiques comme les
tissus méristématiques des cotylédons, les jeunes feuilles et les bourgeons apicaux puis est
transportée des organes sources vers les organes puits (Ljung et al., 2005 ; Petersson et al.,
2009). La concentration des auxines dans les tissus des feuilles peut étre jusqu’a 1 000 fois
supérieure a celle des extrémités des racines. Toutefois, chaque tissu végétal est potentiellement
capable de produire de I’auxine. A ce jour, deux voies de biosynthése distinctes sont

caractérisées : une voie majoritaire déependante du tryptophane et une voie indépendante (figure
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28) (Ljung, 2013). La plupart des précurseurs de I’auxine proviennent du L-tryptophane (L-
Trp) qui est transformé dans le chloroplaste. Les tryptophanes (précurseurs) ont été synthétisés
dans les feuilles &gées et les méristemes intercalaires de la plante-mére et mis en réserve. Ils
sont transformés en indole-3-acétaldoxime sous 1’action d’enzymes a cytochromes P450 (Zhao,
2010 ; Eckardt, 2001). L acide 3-indolacétique est alors obtenu via des réactions d’oxydation
de I’indole-3-acétaldoxime. Une voie indépendante du tryptophane, a partir d’indole, est

¢galement envisagée pour expliquer qu’une plante déplétée en tryptophane serait toujours

~
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Figure 28. Biosynthése d’AIA par voie dépendante et indépendante du tryptophane (Rosquete
etal., 2012).

capable de produire des métabolites auxiniques (Ouyang et al., 2000).
1V.1.2. Conjugaison de I’auxine

La conjugaison de I’auxine est un moyen efficace et rapide pour inactiver et contrdler la
concentration locale et intracellulaire en auxine libre (AIA) et donc de préserver son
homéostasie dans la plante (Hopkins, 2003 ; Tromas et Perrot-Rechenmann, 2010). L’auxine
peut étre conjuguée ou liée a des glycosides, des peptides ou a des sites récepteurs cellulaires.
En effet, pendant la conjugaison, la chaine latérale est modifiée et deux types de conjugués
peuvent étre formés : les auxines conjuguées de type ester, ou le groupement carboxyle de la
chaine latérale est lié par un pont oxygene a des sucres ou des polyols cycliques ; les auxines
conjuguées de type amide, ou le groupement carboxyle de la chaine latérale forme une liaison
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amide avec des acides aminés (-Ala, -Glu, -Leu, -Asp) ou des polypeptides (figure 29)
(Staswick et al., 2005 ; Bajguz et Piotrowska, 2009). Cependant, certaines formes de
conjugaison de 1’auxine a la glutamine ou a I’acide aspartique font partie du catabolisme de
I'auxine dans la mesure ou les conjugués formés ne peuvent étre retransformeés en auxine active.
Ce mécanisme de rétrocontrdle permet ainsi un contréle efficace de la signalisation et une
réponse mesurée (Tam et al., 2000 ; Kowalczyk et Sandberg, 2001). Par ailleurs, lors d’un
traitement de la plante par une source exogeéne d’auxine, une part importante d’AIA
intracellulaire est neutralisée par I’accumulation de conjugués. Certaines auxines synthétiques
peuvent également étre rapidement conjuguées, comme 1’acide 1- naphtalene acétique (ou 1-
ANA). En revanche, d’autres auxines synthétiques comme l'acide 2,4-

dichlorophénoxyacétique (ou 2,4-D) ne sont que trés difficilement métabolisées (Rampey et al.,
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Figure 29. Voies de conjugaisons et de dégradations de I’AIA (Rosquete et al., 2012).

2004).
1V.1.3. Transport de I’auxine

L’auxine, en tant que signal, doit étre transportée pour accomplir son role de messager entre les
cellules, les tissus ou les organes. Le transport permet a 1’auxine d’étre présente dans toutes les
parties de la plante, y compris les racines, ou elle s'accumule (Petrasek et Friml, 2009). La
distribution de I’auxine a I’échelle de la plante joue un role physiologique primordial dans les
mécanismes de développement. Le transport de I’auxine a travers la plante se fait selon deux
procedés différents : le transport par voie apolaire rapide (5-20 cm.h-1) et le transport par voie
polaire relativement lente (5-20 mm.h™) (Friml et Palme, 2002).
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IV.1.3.1. Transport apolaire

Le transport apolaire ou non-polarisé assure essentiellement le transport longue distance de
I'acide indole-3-acétique (AIA) par le systéme vasculaire. Ce transport se dit de longue distance,
unidirectionnel et basipete. En effet, I’auxine est véhiculée dans les tissus parenchymateux des
tiges et des feuilles puis dans les vaisseaux de phloéme, tissu végétal conducteur permettant la
circulation au sein de la plante de la séve synthétisée au niveau des organes chlorophylliens. En
effet, des différences de concentration en auxine dans différentes parties vont entrainer la mise
en mouvement de la molécule qui va pouvoir étre progressivement déchargeée vers les différents
organes et tissus puits ou elle sera redistribuée en plus grande quantité par le transport polaire
(Marchant et al., 2002).

IVV.1.3.2. Transport polaire

Le transport polaire ou polarisé de l'acide indole-3-acétique (AIA) se produit de cellule a
cellule. 1l est caractérisé par une directivité strictement contrélée, spécifique des auxines libres
et actives, sensible aux inhibiteurs de synthése des protéines et nécessitant de I'énergie. C’est
un processus chimio-osmotique basé sur les différentes propriétés des formes acido-basiques.
En effet, I’auxine est un acide faible (pKa = 4,8) qui va pouvoir exister sous sa forme acide
(AIAH) ou basique (AIAY) en fonction du pH (Friml, 2003 ; Weijers et Friml, 2009). A
I’extérieur de la cellule, dans 1’espace intercellulaire (apoplasme), le pH se situe aux alentours
de 5,5, dii a des ATPases qui sont chargées d'acidifier I’apoplasme a I’extérieur de la paroi
squelettique de la cellule, ce qui permet ’apparition de molécules protonées (AIAH) non
chargées et hydrophobes. Sous cette forme, la molécule AIAH peut entrer dans la cellule
suivante soit par diffusion selon son gradient électrochimique a travers la membrane
cytoplasmique de la cellule, soit a travers des canaux spécifiques (perméases) en utilisant le
gradient de protons créé précédemment (transport actif secondaire) (Yang et al., 2006 ;
Michniewicz et al., 2007). Une fois dans le cytoplasme, les conditions changent et le pH
augmente aux alentours de 7,2, ce qui favorise considérablement la forme déprotonée (AIA)
hydrophile. Sous cette forme, I’anion auxine ne peut alors plus traverser la paroi cellulaire par
diffusion et sortir de la cellule (Michniewicz et al., 2007). Pour continuer a se déplacer a travers
la cellule, la seule possibilité de sortie est d’utiliser des transporteurs spécifiques situés sur une
face basale de la cellule. Arrivé a I’extérieur de la paroi, I'ATA" se reprotone et le mécanisme
recommence (figure 30) (Petrasek et Friml, 2009). Les transporteurs d’auxine ont toute leur
importance dans le transport actif (import et export) et de création des gradients d’auxine. La

distribution inégale et asymétrique des transporteurs dans la membrane plasmique de chaque
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cellule végétale favorise le trafic unidirectionnel (polaire) de cellule a cellule et donc une

répartition contrdlée de I’auxine (Vanneste et Friml, 2009 ; Zazimalova et al., 2014).

[AA

TIAA

I

AUXI WAT] g VaVa\

[AA  [AA

Noyau

VY WAT| >
\/ %
¥

IAA IAA

JAA TAA TAA TAA TAA [AA TAA TAA TAA

PINI U% PIN’ g ABC transporter
PIN3 JRINE % PIN6 ) PIN6 | NRT1 JRCR

NG | 2 PINS | & AUXI/LIKE AUXI
PIN7

PIN2 PILS WALLS ARE THINI

Figure 30. Modeéle du transport polaire de I'AIA (Barbosa et al., 2018).
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1V.1.4. Compartimentation et stockage de I’auxine

Les mécanismes de la compartimentation et du stockage de 1’auxine sont relativement
complexes et assez peu étudiés. D’aprés les théories actuelles, le réticulum endoplasmique
(RE), est un organite désigné comme étant utilisé par la cellule végétale pour 1’homéostasie (la
dégradation ou le stockage) de I’auxine notamment car on y trouve plusieurs ¢éléments liés a la
biologie de I’auxine (Wabnik et al., 2011). Par ailleurs, la libération d’auxine par hydrolyse est
réalisée dans le peroxysome ou le réticulum endoplasmique et catalysée par des hydrolases, qui
transforment les conjugués d’auxine en auxine libre. Le transport de I’auxine entre les différents
compartiments cellulaires est assuré par différents transporteurs comme PIN5, PIN8 ou les
PILS qui permettraient de charger 1’auxine ou ses conjugués dans le RE (figure 31) (Woodward
et Bartel, 2005 ; Barbez et al., 2012).

Amide-linked . « oxlAA-Gic IAEL Protein
oxlAA . synthesis

esterdinked  |AANM
oxlAA IAA
Amide-linked
1AA -

NG \uu',g (iPyA
TR, (1AM )
IAN

TAOx

AusllAA

A...uj
A

Nucleus

APOPLAST (~pH 5.5) AUX1 ABCB PIN PIN ABCB

NPF6.3
(NRT1.1)
Figure 31. Transport et stockage de ['auxine entre les différents compartiments cellulaires
assurés par PIN5, PIN8 ou les PILS (Skalicky et al., 2018).

IV.1.5. Perception et signalisation de I’auxine

La perception, la reconnaissance ou la réponse de la plante a I’auxine se fait grace a une série
de réactions regroupées en une « cascade de signalisation » qui permet I'initiation de nouvelles
chaines de transduction du signal et entraine une réponse physiologique spécifique (Tran, et

Pal, 2014). L’auxine est reconnue par de nombreuses protéines réceptrices qui peuvent étre
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divisées en deux groupes : les protéines solubles et non solubles. Chacune de ces protéines
affiche une affinité différente avec l'auxine. La voie de signalisation a I’auxine dans la cellule
se fait au niveau de trois sites de liaison, a savoir : la fraction nucléaire, les fractions
endomembranaires et la membrane plasmique (figure 32) (Dohrmann et al., 1978 ; Paciorek et
Friml, 2006).
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Figure 32. Voies de signalisation de I’AIA régulées par TIR1 et ABP1 dans la cellule (Paciorek
et Friml, 2006).

1V.1.6. Dégradation ou catabolisme de I’auxine

La dégradation, le catabolisme ou 1’oxydation de I’auxine se fait soit directement sur 1’auxine
libre soit sur un conjugué. Elle fait intervenir deux mécanismes coexistant et leur importance
varie selon les plantes. La premicre voie de catabolisme de I’AIA est 1’oxydation avec
décarboxylation aussi bien du noyau indole que de la chaine latérale. Cette voie est catalysée
par plusieurs enzymes peroxydases, appelées généralement des AIA™ oxydases. La deuxiéme
voie de catabolisme de I’AIA est I’oxydation sans décarboxylation du noyau aromatique.
L'oxydation de I'AIA en oxAIA (acide 2-oxindole-3 acétique) est un phénomene irréversible
qui commence par une oxydation a partir du dioxygéne et implique la participation d'un systéme
enzymatique constitué d'une ou plusieurs oxydases ou oxygénases. Les oxAlA semblent jouer
un role prépondérant compte tenu de 1’augmentation de leur concentration aprés un stimulus

pour contrdler au mieux les concentrations locales d’auxines (Sairanen et al., 2012).
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IV.2. Familles de génes intervenant dans I’homéostasie de I’auxine et la rhizogenése

adventive

IV.2.1. Familles intervenant dans le transport d’auxine

IV.2.1.1. Famille AUX1/LAX (Auxin influx carrier protein)

Les approches génétiques ont permis d’identifier des protéines impliquées dans le transport
d’influx associés au chargement de I’auxine vers le phloéme et a ses redistributions localisées
nécessaires a la croissance et au développement des plantes (par exemple la formation des
racines ou le gravitropisme) (Jones et al., 2009). Les transporteurs d’influx ne sont pas présents
dans toutes les cellules et appartiennent a une famille de perméases aux acides aminés,
nommées AUX1/LAX, initialement AUX1 (auxin resistant 1) et LAX (like aux1) (Bainbridge
et al., 2008). AUX1 permet le transfert de I’auxine caulinaire vers le phloéme pour favoriser
son transport basipete vers le primordium racinaire (Yang et al., 2006). AUX1 est localisée au
niveau des extrémités inférieures des cellules épidermiques et les cellules de la coiffe de la
racine, au-dessous de la zone d’¢longation (Kleine-Vehn et al., 2006 ; Stone et al., 2008). Par
ailleurs, AUX1 affiche une distribution non polaire a travers la membrane plasmique et elle est
accumulée dans les compartiments de I’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique (figure
33) (Kleine-Vehn et al., 2006). AUXL1 joue également un rdle crucial dans le maintien de
I’homéostasie de I’auxine. En effet, lorsque la concentration en auxine est forte, elle intervient
pour accélérer son entrée dans les cellules mais, lorsque la concentration est faible et que la
diffusion est presque négligeable, elle intervient comme co-transporteurs permettant I’entrée
simultanée d’un anion AIA™ pour deux protons H+, de I’apoplasme vers le cytoplasme des

cellules (Yang et al., 2006 ; Bainbridge et al., 2008).
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Figure 33. Localisation des transporteurs d’influx d’auxine AUXI dans les cellules
(Michniewicz et al., 2007).

IV.2.1.2. Famille PIN-FORMED (Auxin efflux carrier protein)

L’efflux de I’auxine du cytoplasme de la cellule vers 1I’apoplasme est complexe et fait intervenir
plusieurs types de protéines membranaires. Comme 1’exportation d’auxine par la cellule ne
s’effectue pas par diffusion, I’efflux requiert des transporteurs membranaires spécifiques (Friml
et al., 2002). Ces transporteurs jouent un role essentiel dans le contréle de 1’homéostasie,
I’établissement de gradients de concentration localisés ainsi que dans le transport longue
distance de I’auxine, depuis les lieux de synthése situés dans la région apicale vers les racines.
Ce transport a longue distance, polarisé et la capacité¢ de redistribution de ’auxine sont
étroitement liés a I’activité et a la localisation des transporteurs (Jonsson et al., 2006 ; Smith et
al., 2006). La famille PIN est 1’'une des familles de protéines les plus étudiées qui regroupe un
ensemble de protéines localisées asymétriguement sur la membrane plasmique de certaines
cellules. Actuellement, seuls huit membres de cette famille ont été caractérises
fonctionnellement, a savoir : PIN1, PIN2, PIN3, PIN4, PIN5, PIN6, PIN7 et PIN8 (Mravec et
al. 2009). La redistribution d’auxine dépendante de protéines PIN est indispensable au bon
déroulement de processus développementaux essentiels tels que ’acquisition de la polarité et
de la symétrie embryonnaire, la formation et le maintien des méristémes apicaux caulinaires et

racinaires et la phyllotaxie. Ces protéines semblent étre rapidement renouvelées au niveau de
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la membrane plasmique de la cellule ce qui permet un ajustement permanent du flux d’auxine
et de son orientation au sein de la plante (Petrasek et Friml, 2009). La famille PIN est divisée
en 2 catégories, nous avons d’une part les protéines de type PINS, PIN6 et PIN8 qui sont
localisées au niveau du réticulum endoplasmique et d’autre part, les PIN1, PIN2, PIN3, PIN4
et PIN7. Cette seconde categorie est localisée sur la membrane plasmique et interagit avec le
flux d'auxine. Ces protéines ont des actions redondantes, la mutation d'une d'entre elle est
compensée par une autre (Huang et al, 2010). Les genes PIN seraient nécessaires pour le
transport correct et la localisation coordonnée de 1’auxine. Ainsi, I’auxine pourrait agir comme
un messager intercellulaire dans les processus morphologiques et grace a son réle dans le
signalement de longue distance (Friml et al., 2003). Le sens du transport de l'auxine est
déterminé par la localisation subcellulaire des protéines PIN. PIN1 est localisée a la base (apex
racinaire) au niveau du systéme vasculaire de la racine; PIN2 sur le c6té basal des cellules
corticales et a la partie apicale (apex de la tige) a coté des cellules de I'épiderme et de la coiffe
racinaire ; PIN4 sur la partie basale des cellules du méristéme racinaire central et avec une
polarité moins prononcée dans les cellules du centre quiescent et sur le coté basal des cellules
de la stéle, cependant les PIN7 sont apolaires dans les cellules de la columelle (figure 34) (Friml
et al., 2003).

PIN2

PIN1 PIN4

Figure 34. Localisation subcellulaire et niveau d’expression des protéines de transport de
[I"auxine PINs au niveau de la racine (Feraru et Friml, 2008).
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1V.2.2. Famille intervenant dans la perception et la signalisation de ’auxine

1V.2.2.1. Famille ABP (Auxin-Binding Protein)

La signalisation ou la perception de I’auxine fait intervenir plusieurs types de protéines
membranaires. Ces récepteurs sont en partie associés a la membrane plasmique et pourraient
donc percevoir trés rapidement toute modification de concentration en auxine. Parmi ces
protéines, on site I’ABP1 (Auxin Binding Protein 1). En effet, I’ABP est un récepteur d’auxine
qui a été identifié dans les années 1980 sur la base de sa capacité a lier I’auxine (Covanova et
al., 2013). L’auxine se fixe sur ’ABP1 ce qui active une enzyme mettant en mouvement une
pompe a protons. Cette pompe va expulser les protons de I’intérieur de la cellule vers le milieu
extracellulaire (Chen et al., 2001). La modification de pH résultante va avoir plusieurs effets :
relachement de la paroi cellulaire par rupture des liaisons de ses constituants, entrée d’ions
calcium Ca?* déstabilisant la paroi, entrée d’ions potassium K* provoquant I’entrée d’eau d’ou
un gonflement de la cellule. L’ensemble de ces processus entraine 1’élongation cellulaire et le
développement embryonnaire (figure 35). Par ailleurs, il a été démontré que la surexpression
de ABP1 conduit a une sensibilité plus élevee des cellules de garde a l'auxine (Bauly et al.,
2000).
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Figure 35. Processus de croissance cellulaire par ABP1. ABP1 stimule rapidement I'activité
de I'ATPase de la membrane plasmique et les canaux K +. L’ATPase de la membrane
plasmique induit l'acidification de I'espace extracellulaire, entrée d’ions potassium K+
provoquant [’entrée d’eau d’ou un gonflement de la cellule (Sauer et Kleine, 2011).
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1V.2.2.2. Famille TIR (Transport Inhibitor Response)

En plus des récepteurs de la famille ABP (Auxin-binding protein), la voie de signalisation de
I’auxine fait intervenir des récepteurs protéiniques de la famille TIR (Transport Inhibitor
Response). Parmi ces derniers, TIR1 est une protéine nucléaire qui appartient au complexe
SCFTIR1 (Dharmasiri et al., 2005 ; Badescu et Napier, 2006). En présence d’AIA et en fonction
de sa concentration, le récepteur TIR1 intervient directement dans le contrdle de la dégradation
des répresseurs de transcription, en bloquant I’expression de certains génes (Kepinski et Leyser,
2005). En effet, la liaison de I’auxine avec TIR1 favorise la modification puis la dégradation
des protéines IAA/AUX, en leur ajoutant des ubiquitines. L ubiquitination des protéines et leur
dégradation par le protéasome laissent libres les activateurs de transcription de la famille ARF
(Auxin Response Factor) et permettent le démarrage de la transcription des géenes dits de
réponse précoce a I’auxine (figure 36) (Napier, 2005 ; Mockaitis et Estelle, 2008). Cette
derniére est transitoire et sera de nouveau inhibée par des répresseurs IAA/AUX nouvellement
synthétisés ce qui nécessite un apport continu d’auxine pour conserver les effets déclenchés par
la perception du signal auxine. Par ailleurs, les protéines TIR1 appartiennent a une sous-famille
contenant 7 membres, dont 3 sont nommés AFB 1, AFB 2 et AFB 3 pour "Auxin signalling F-

Box" (Woodward et Bartel, 2005).

Auxl
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Expression des génes
de croissance
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cycle cellulaire
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Figure 36. Effet de [’auxine sur [’expression des genes et l’activation du cycle cellulaire a
travers la destruction des protéines Aux / IAA par le complexe SCF contenant les proteines du
gene TIR1 (Callis, 2005).
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IVV.3. Conception des amorces oligonucléotidiques

La conception des amorces pour la PCR est déterminée par de nombreuses régles qui varient
en fonction du but recherché. En effet, une PCR destinée a amplifier un échantillon d’ADN
permettra 1’obtention de la plus grande quantit¢ d’ADN possible, alors qu’une PCR en temps
réel destinée au diagnostic moléculaire n’est essentiellement qu’un indicateur binaire de la
présence ou non d’un élément pathogeéne recherché : c’est I’amplification elle-méme qui est
recherchée et, dans ce cas il ne sera pas donné autant d’importance a la quantité d’ADN produit.
Cependant, pour toute PCR, on cherchera a respecter certaines regles de base dans la conception

des amorces (Apte et Daniel, 2009).
IVV.3.1. Choix des amorces

Les amorces utilisées dans la PCR ont une longueur comprise entre 16-30 nucléotides, ce qui
conduit a une température d’hybridation raisonnablement élevée. Les amorces doivent étre
exemptes de suites de séquences de poly bases ou de motifs répétitifs, ceux-ci pouvant
s’hybrider de maniére inadéquate avec la matrice (Dieffenbach et al., 1993). Par ailleurs, les
amorces synthétisees présentent parfois dans leur structure primaire des séquences répétées
inversées qui s’hybrident en formant des structures secondaires (dimeres d’amorce) sous forme
de boucles ou épingles a cheveux (hair pin loops), ce qui empécherait I’hybridation avec le brin
matrice particulierement au niveau de I’extrémité 3” de I’amorce. De ce fait, Les extrémités 3’
des amorces devraient étre riches en bases G et C pour empécher I’hybridation entre les amorces
et assurer une meilleure hybridation de I’extrémité qui sera étendue (Poitras et Houde, 2002).
La distance moyenne entre les deux amorces devrait étre inférieure a 10 Kb. En général, on
observe une réduction substantielle du rendement lorsque la distance entre les amorces est trés
élevée (plus de 3 Kb environ). Ainsi, une concentration suffisante d’oligonucléotides est
indispensable pour compléter les 30 cycles d’amplification. Une concentration plus élevée peut
entrainer I’amplification de séquences non cibles indésirables. Cependant, la PCR est inefficace

lorsque la concentration d’amorce est trop faible (Basu, 2015).
IV.3.2. Conception des amorces

La conception des amorces est sans doute le paramétre le plus important pour le succes de la
réaction PCR. L’amorce détermine plusieurs paramétres de fonctionnement et d’efficacité de
la PCR, tels que la position et la longueur du produit, la température de fusion (Tf) et le
rendement (Singh et Kumar, 2001). Une amorce mal congue peut conduire a une faible

production, voire une inhibition de I’amplification, en raison d’une non spécificité et/ou d’une
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formation de diméres d’amorce, qui peuvent devenir suffisamment compétitifs pour inhiber la

formation de produit (Yuryev, 2007).
IV.3.3. Choix des amorces

Plusieurs variables doivent étre prises en considération lors de la conception des amorces pour
la PCR. Ainsi, les plus importantes sont : longueur de 1’amorce ; tempeérature de fusion (Tf) ;
specificité ; séquences d’amorce complémentaires ; teneur en G/C et suites polypurine (A, G)
ou polypyrimidine (T, C) ; séquence a I’extrémité 3’ (Singh et Kumar, 2001).

1V.3.3.1. Longueur de ’amorce

La longueur de I’amorce est un parametre essentiel pour le succés de la PCR. En effet,
I’efficacité de plusieurs variables comme la spécificité, la température et le temps d’hybridation
dépendent en partie de la longueur de I’amorce. En général, les oligonucléotides entre 18 et 24
bases sont extrémement spécifiques de la séquence, a condition que la température
d’hybridation soit optimale (Hyndman et Mitsuhashi, 2003). La longueur de 1’amorce est
¢galement proportionnelle a I’efficacité d’hybridation. En effet, plus la longueur de I’amorce
augmente, moins 1’hybridation est efficace. Le nombre de matrices amorcées diminuant a
chaque étape, cela peut aboutir & une diminution sensible de produit amplifié. Cependant, les
amorces ne devraient pas étre trop courtes, a moins que 1’application I’exige spécifiquement

(Wang et Seed, 2003).
IV.3.3.2. Température de fusion (Tf)

La température joue un rdle primordial pour améliorer 1’efficacité de I’amplification. En effet,
durant les trois étapes constituant un cycle de PCR, le recours a des températures différentes
permet de contrdler I’activité enzymatique. Ainsi, I’étape de dénaturation, est réalisée a environ
94°C/95°C, pour une séparation complete des deux brins d’ADN ; I’étape d’hybridation se fait
a une température Ta (annealing temperature) qui sera définie selon la nature des amorces et
déterminera la stabilit¢ de l’appariement entre les amorces et la matrice ; 1’étape de
polymérisation, est réalisée a environ 72°C, pour la synthése des brins complémentaires d’ADN
par ’ADN polymérase thermorésistante a partir des extrémités 3’OH libre des amorces
hybridées (Saiki, 1989). Les températures de dénaturation et de polymérisation sont fixes, seule
la température d’hybridation qui dépend de la séquence en bases des oligonucléotides devra

étre calculée pour chaque nouvelle PCR. Elle est Iégerement inférieure (environ de 5°C) a la
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température de fusion des amorces (appelée Tm) qui est la température de demi-dénaturation

qui correspond a la température a laquelle 50% des amorces sont appariées.
Ta=Tm-5°C

Les deux amorces d’oligonucléotides de la PCR doivent étre congues de sorte qu’elles aient
autant que possible des températures de fusion semblables (typiquement entre 50 et 60 °C, avec
une préférence généralement autour de 54 ou 55 °C) afin que 1’¢longation des amorces se fasse
optimalement a la méme température (Robertson et Walsh-Weller, 1998). Si les 2
oligonucléotides amorces ne concordent pas en termes de Tf, ’amplification sera moins
efficace ou peut ne pas fonctionner du tout. Dans ce cas, il faudra prendre la température de
fusion la plus faible pour calculer Ta, afin de favoriser I'nybridation des 2 amorces (Abd-
Elsalam, 2003). Les températures de fusion des oligonucléotides sont déterminées a 1’aide des
logiciels de conception d’amorces déja disponibles sur le marché. Pour calculer la Tm d’un
oligonucléotide de 18-24 nucléotides, une bonne approximation peut étre obtenue a 1’aide de la

regle de Wallace suivante (tableau 3) :
Tm =Tf = 2(A+T) + 4(G+C) [en Celsius]

Avec : A, T, G et C sont respectivement le nombre de chacune de ces bases puriques et

pyrimidiques dans 1’amorce oligonucléotide (Alvarez-Fernandez, 2013).

Tableau 3. Calcul de la température de fusion des amorces avec [’équation de Wallace (Suggs
etal., 1981).

Longueur Tf= Longueur Tf=

de I’amorce 2(A+T) + 4(G+C) de ’amorce 2(A+T) + 4(G+C)
4 12 °C 22 66 °C
6 18 °C 24 72°C
8 24°C 26 78 °C
10 30°C 28 84 °C
12 36 °C 30 90 °C
14 42 °C 32 96 °C
16 48 °C 34 102 °C
18 54 °C 36 108 °C
20 66 °C 38 114 °C
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1VV.3.3.3. Spécificité

La spécificité de 1’amorce signifie que les amorces doivent étre choisies minutieusement de
telle sorte qu’elles aient une séquence unique dans I’ADN matrice qui doit étre amplifié dans
la PCR. La spécificité de I’amorce dépend de plusieurs variables dont le plus important est la
longueur. En effet, plus la longueur de I’amorce augmente plus le nombre d’oligonucléotides
uniques augmente et le nombre de séquences répétitives conduisant a une trainée lors de
I’amplification des brins d’ADN diminue (Rychlik, 1995). En général, une longueur d’amorce
de 18-24 bases est optimale pour I’hybridation des amorces sur I’ADN matrice selon la régle
de Wallace. Par ailleurs, en plus de la longueur, la spécificité de I’amorce dépend de la
température d’hybridation. Une température de fusion comprise entre 55- 72 °C permet une
meilleure spécificité et donne d’excellents résultats. Si la température de fusion est trop basse,
un amorcage non spécifique peut se produire entre les amorces et la matrice, ce qui peut étre
étendu par I’ADN polymérase avec la présence d’une homologie courte a 1’extrémité 3’ et par

conséquent inhiber la formation de produit (Bustin et al., 2020).
1V.3.3.4. Séquences d’amorce complémentaires

La conception des amorces exige absolument que 1’homologie intra-amorce (autohomologie)
ne dépasse pas 3 paires de bases. Si une amorce posséde une telle région d’autohomologie, des
structures partiellement doubles brin en « épingles a cheveux (Hairpin) » pourraient se former
et perturberont I’hybridation avec la matrice (Montera et Nicoletti, 2008). Par ailleurs, un autre
risque connexe est 1’homologie inter-amorce (figure 37). En effet, ’homologie partielle dans
les régions centrales de deux amorces peut interférer avec I’hybridation. La formation de
dimeres d’amorce se produit lorsque 1’homologie entre les deux amorces se situe a I’extrémité
3’ de I'une ou de l’autre amorce, ce qui, par compétition, empéchera le plus souvent

I’amplification du produit désiré durant la PCR (Kumar et Chordia, 2015).

3 T ez OF
° 5 C’A’C’@ AR 12 O2(OF)

Figure 37. Homologie intra-amorce (épingles a cheveux) (A) et homologie inter-amorce
(dimeres d’amorce) (B) (Thornton et Basu, 2015).
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IVV.3.3.5. Teneur en G/C et suites polypurine (A, G) ou polypyrimidine (T, C)

La composition chimique des amorces en termes de nucléotides est une condition sine qua non
pour la réussite et D’efficacité de I’amplification. Idéalement, les amorces devraient étre
composées d’un mélange presque aléatoire de nucléotides avec une teneur de 50% en GC (Kim,
2000). Par ailleurs, la séquence d’amorce doit étre choisie de telle sorte que les suites
polypyrimidine (T, C), polypurine (A, G), poly-A, poly-G, poly-T et poly-C devraient étre
évitées pour assurer une meilleure spécificité du complexe amorce-matrice et une hybridation
optimale (Li et al., 2001).

1V.3.3.6. Séquence a ’extrémité 3’

Le moteur de la PCR est une ADN-polymérase qui assure la polymérisation des nucléotides
libres des nouveaux brins selon la loi de la complémentarité. Pour qu’elle puisse allonger une
amorce appariée a un brin d’ADN, cette enzyme doit pouvoir « s’asseoir » sur I’extrémité 3’ de
I’amorce (figure 38). De nombreuses études ont montré que la position terminale 3° dans les
amorces PCR est essentielle pour empécher les problémes de mésappariements entre 1’amorce
et la matrice et I’homologies entre les deux amorces. En effet, plus on s’éloigne de I’extrémité
3’, moins les mésappariements et les diméres compteront contre une possible élongation de
I’amorce (Gorelenkov et al., 2001). Par ailleurs, pour garantir au mieux I’efficacité de la
réaction et réduire au minimum les mésappariements qui pourraient se produire, il importe donc
de tenir compte de I’inclusion d’un résidu G ou C a I'extrémité 3’ des amorces lors de la
conception d’amorces. Ce « crampon GC » contribue a la fixation correcte a I’extrémité 3’ en

raison de la liaison hydrogene triple, plus forte des résidus G/C (Linhart et Shamir, 2007).
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Figure 38. Extrémité 5 ' de I'amorce sens et antisens fixée a I'extrémité 3' du brin d'ADN cible
au niveau de la fourche de réplication (Gorelenkov et al., 2001).
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Deuxiéme partie : Matériel et méthodes

I. Détermination et caractérisation par spectroscopie moyen infrarouge a transformée de
fourier (IRTF) couplée a la chimiométrie de la composition biochimique des feuilles et
graines d’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) selon I’origine géographique

I.1. Choix du matériel végetal et préparation des échantillons

1.1.1. Choix du matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de graines et de feuilles d’arganier issues de 12 clones
différents. Les deux types d’échantillons étudiés proviennent respectivement de deux sites
protégés appartenant aux domaines forestiers délimités par le Haut-Commissariat aux Eaux et
Foréts et a la Lutte Contre la Désertification (HCEFLCD) (figure 39).

Arboretum de

Oued Cherrat_

Forét /}gadlr
)

d’Admine ¥

A

Figure 39. Origines géographiques des échantillons de feuilles et graines d’arganier.

Le premier site, « la forét d’Admine » (30°19' N - 9°20' W ; 35 m altitude ; 13,68 km de la c6te
atlantique marocaine), se trouve dans la province d'Inezgane Ait Melloul. 1l s’étend sur une
superficie de 22 000 hectares dans la plaine du Souss et se situe dans I’aire de distribution
naturelle de 1’arganier au sud-ouest du Maroc. Ce site est soumis a des précipitations annuelles
moyennes de 200 mm.an et il se caractérise par un sol & texture généralement sablo limoneuse
du quaternaire. Le bioclimat de la zone d’Admine, selon le Quotient pluviométrique
d’Emberger (Q2), est de type semi-aride tempéré a aride tempéré. L’aire protégée de la forét
d’Admine est considérée comme 'un des secteurs d'Arganeraie les plus représentatifs de la
diversité de I’arganier au Maroc. Cependant, cet écosysteme est en déséquilibre prononcé et sa

végétation est trés appauvrie a cause d’une forte pression anthropozoogene (figure 40).
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Figure 40. Localisation géographique de la forét d’Admine, province d'Inezgane Ait Melloul,
Maroc (30°19' N - 9°20" W ; 35 m altitude ; 13,68 km de la cote atlantique marocaine).

Le deuxiéme site, « I’Arboretum de Oued Cherrat » (33°32'-33°44'N - 6°50'-7°01'W ; 45 m
altitude, 2,03 km de la c6te atlantiqgue marocaine), se trouve dans la province de Benslimane,
s’étend sur une superficie de 160 hectares et se situe en dehors de 1’aire géographique de
distribution de 1’arganier avec des précipitations annuelles moyennes de 460 mm.an™ (33°32'-
33°44' N - 6°50'-7°01"' W ; 45 m altitude, 2,03 km de la cOte atlantique marocaine). Ce site se
caractérise par un sol a texture généralement sablo-argileuse avec des rives parfois rocheuses
de schistes primaires. Le bioclimat de la zone Arboretum d’Oued Cherrat, selon le Quotient
pluviométrique d’Emberger (Q2), est de type subhumide chaud a tempéré a semi-aride tempére
(peu étendu). Ce site protégé a été reboisé entre 1932 et 1936 et transformé en Arboretum par
la station de recherche forestiere en 1945 a des fins de recherches scientifiques. Les
écosystémes sylvatiques et les zones humides de 1’Arboretum d’Oued Cherrat sont parmi les

plus riches au Maroc et les plus remarquables pour la qualité de leur cortéege floristique et

faunistique (figure 41).

Figure 41. Localisation géographique de I'Arboretum forestier d'Oued Cherrat, province de
Benslimane, Maroc (33°32'-33°44"' N - 6°50'-7°01' W ; 45 m altitude ; 2,03 km de la céte
atlantique marocaine).
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Les clones d’arganier (Argania spinosa L) ont éte choisis sur la base de leur vigueur, croissance
générale, phénologie (feuillage (figure 42) et forme et calibre du fruit (figure 43)) et biomasse
¢levée (diametre de la couronne). Au niveau de chaque site, 30 graines et 30 feuilles d’arganier
ont été collectées aléatoirement. Les feuilles et les fruits ont été récoltées directement sur les
arbres et mis dans des sachets en plastique. Une fois au laboratoire, les fruits ont été épluchés
et les graines ont été séchées sous le soleil de 1’été et conservés ensuite dans des sachets de

plastique a 4°C jusqu’au moment de leur utilisation (figure 44).
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Figure 42. Différents aspects des feuilles de quelques clones d’arganier de la forét d’Admine
(ASFA : Argania spinosa de la Forét d’Admine). A : ASFAL ; B: ASFA2 ; C: ASFA3; D :
ASFA4.
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Figure 43. Différentes formes de graines d’arganier de quelques clones (Argania spinosa (L.)
Skeels) de la forét d’Admine. A : fruits ovales du clone ASFAL ; B : fruits fusiformes du clone
ASFA2 ; C : fruits fusiformes du clone ASFA3 ; D : fruits ovales fusiformes du cloneASFAA4.

Barres d’échelle : 20 mm.

Figure 44. Différents aspects des fruits (baies ou fausses drupes) d’arganier (Argania spinosa
(L.) Skeels). A : fruits immatures avec péricarpe (pulpe) verte ; B: fruits matures avec
péricarpe orange ; C: fruits épluchés (noyau) ; D : fruits concassés avec des amandons

(graines).
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1.1.2. Préparation des échantillons

Avant ’acquisition des spectres, les échantillons des feuilles et des graines ont été
préalablement préparés afin d’améliorer ’homogénéité et limiter I’apport des facteurs de

réflexion dans I’altération des signaux spectraux.
1.1.2.1. Echantillons des feuilles

La préparation des échantillons des feuilles a été effectuée dans le departement de la
valorisation de production du Centre Wallon de Recherches agronomiques (CRA-W) de
Gembloux. Le protocole expérimental a été divisé en deux étapes :
- Une lyophilisation qui consiste en une congélation des feuilles a des températures de
I’ordre de - 80 °C puis en leur dessiccation dans un lyophilisateur pendant 48 heures ;
- Un broyage avec un broyeur a traitement discontinu pourvu d’un fléau en acier inox

puis avec un mortier et pilon afin de réaliser un mélange fin et homogéne (figure 45).
1.1.2.2. Echantillons de graines

La préparation des échantillons de graines a été également effectuée au département de la
valorisation de production du Centre Wallon de Recherches agronomiques (CRA-W) de
Gembloux. La préparation des échantillons a analyser a été réalisée en deux phases : les graines
ont été préalablement broyées a 1’aide d’un mortier et pilon en porcelaine pouvant supporter les
basses températures de 1’azote liquide puis les échantillons ont été parfaitement melangés afin

d’assurer une meilleure homogénéité (figure 46).
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I.2. Méthodes d’analyse

Une fois préparés, les échantillons ont été conservés dans une enceinte climatique a une

température de 4°C pour conserver les caractéristiques physico-chimiques.
1.2.1. Acquisition des spectres

Les spectres ont été analysés sur un spectrophotometre infrarouge a transformée de Fourier
Bruker Vertex 70 équipé d’accessoire ATR golden gate (Bruker S.A., Wissembourg, France)
(figure 45). Les spectres infrarouges ont été enregistrés sur 1’intervalle de longueurs d’onde
compris entre 2,5 et 25 um (soit 4000 cm™ & 400 cm™ en nombres d’onde), avec une résolution
spectrale d’enregistrement 4 cm™. Les spectres ont été identifiés par comparaison avec des
spectres de référence en scannant les échantillons a une distance fixe de I’émetteur de lumicre
(qui correspond a 1’épaisseur du collier attaché a cette derniére) (figure 46). Chaque spectre

constitue la moyenne de 32 scans et a été acquis apres 2 min en réflexion diffuse.
1.2.2. Analyses des données

Avant d’effectuer 1’analyse, les spectres acquis ont été prétraités pour réduire les bruits de
mesure des collections de spectres et améliorer la qualité du signal. Il existe différents types de
prétraitements ; cependant, dans cette étude, nous avons principalement opté pour la Standard
Normal Variate (SNV) qui consiste a centrer et réduire les spectres afin de supprimer les erreurs
et bruits dus a I’effet additif et a ’effet multiplicatif. L’analyse a été effectué¢e en 3 temps. La
puissance du laser a été fixée a 600 mW. Les échantillons ont été randomisés et
I’échantillonnage a été réalis€¢ de maniére aléatoire. Le logiciel OPUS 6.5 a été utilisé pour
I’acquisition spectrale, la manipulation et la transformation. Le traitement des données, via
I’analyse en composantes principales et les prétraitements (D1), a été effectué par le logiciel

statistique UNSCRAMBLER X.
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Figure 45. Préparation des échantillons de feuilles pour [’analyse par spectroscopie moyen
infrarouge par transformée de Fourier. A : Feuilles d’arganier ; B : Broyeur a traitement
discontinu ; C : Spectrophotométre infrarouge a transformée de Fourier Bruker Vertex 70 ; D
: Accessoire ATR golden gate ; E : Acquisition des spectres moyen infrarouges des feuilles ; F
. Données spectrales moyen infrarouge des graines broyées d’arganier.
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Figure 46. Préparation des échantillons de graines pour [’analyse par spectroscopie moyen
infrarouge par transformée de Fourier. A : Amandons d’arganier aprés décorticage des
graines ; B : Broyage des échantillons de graines a [’aide de mortier et pilon en porcelaine
avec l’azote liquide ; C : Spectrophotometre infrarouge a transformée de Fourier Bruker
Vertex 70 ; D : Accessoire ATR golden gate ; E : Acquisition des spectres moyen infrarouges
des graines ; F : Données spectrales moyen infrarouge des graines broyées d’arganier.
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I1. Multiplication végétative de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) par bouturage

semi-ligneux

11.1. Choix du matériel végetal

L’¢étude de la multiplication végétative a été réalisée sur des boutures collectées uniquement sur
des arbres adultes de I’Arboretum d’Oued Cherrat. Le choix des arbres s’est donc fait sur la
vigueur, la croissance genérale, la phénologie (feuillage, début de floraison, début de
fructification, période de fructification, maturation des fruits, forme et calibre du fruit), la
biomasse élevée (diametre de la couronne), la capacité de régénération et 1’aptitude a produire
des boutures (figure 47).

(VRN 4y

Clone 2 (€2)

Mmm

Clone 3 (C3) Clone 4 (C4)

m W IN

Figure 47. Caractéristiques morphologiques (feuilles et fruits) des quatre clones d’arganier
étudiés de I'Arboretum forestier d'Oued Cherrat (ASOC : Argania spinosa d'Oued Cherrat).
A :ASOC1 ;B :ASOC2; C: ASOC3; D : ASOCA.

Les quatre clones (plantes meres) ont été étiquetés pour identification et taillés régulierement
(trois fois par an) afin de permettre la production de bonnes pousses et de maintenir la juvénilité
des arbres (tableau 4). Au bout d'un an, des boutures semi-ligneuses ont été collectées a partir
de pousses situées dans la partie basale de la couronne des arbres.
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Tableau 4. Coordonnées géographiques de quatre clones étudiés.

Coordonnées géographiques

Clone 1 Skhirat-Bouznika %335113::
Clone 2 Skhirat-Bouznika l\vl\f;%ffg;:
Clone 3 Skhirat-Bouznika l\vliffllgégs
Clone 4 Skhirat-Bouznika I\Vlisfllfgg

11.2. Prélévement et conditionnement des boutures

Les boutures ont été prélevées tt le matin a l'aide de sécateurs stériles et les pousses collectées
ont été déposées a I'ombre. Apres la collecte, ces pousses ont été conservees dans des sacs en
plastique perforés et placées dans une glaciére réfrigérée afin de réduire I'effet de dessiccation
pendant la collecte et le transport. Une fois au laboratoire, les boutures ont été conservées dans

une chambre froide (4 °C) pendant 48 heures.
I1.3. Sites d’expérimentation et conditions d’essai

Les trois essais ont été conduits dans une serre expérimentale orientée Nord-Sud
(ensoleillement maximum et meilleure répartition de la lumiére) de I'unité de biotechnologie du
Centre Régional de Recherche Agronomique (CRRA) de Rabat, INRA-Maroc. Cette serre est
munie d’un systéme d’ombrage permettant la protection des boutures durant les mois chauds
d’été (juin, juillet et aoit). Les boutures ont été cultivées sans brouillard, sous une température

de 32 + 2 °C et une photopériode de 16 heures (figure 48).

Figure 48. Serre expérimentale de I'unité de biotechnologie du Centre Régional de Recherche
Agronomique (CRRA) de Rabat, INRA-Maroc. A : porte SAS afin de limiter le risque de
contamination des serres ; B : essai de bouturage semi-ligneux de [’arganier installé selon un
dispositif en Bloc Aléatoire Complet (DBAC).
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11.3.1. Substrat

Pour la réalisation du bouturage, nous avons choisi un substrat bien drainé et chimiquement
inerte (capacité d’échange faible) afin d’assurer des conditions édaphiques convenables pour
I’enracinement adventif, d’éviter la pourriture, contrdler la nutrition minérale des plants
d’arganier et contribuer au raisonnement de la fertilisation et a la maitrise de 1’itinéraire
technique du verger moderne d’arganier. A cet effet, six échantillons du substrat étudié ont été
analysés au laboratoire des sciences du sol de 1’Unité de I’Environnement et la Conservation
des Ressources Naturelles au Centre Régional de la Recherche Agronomique de Rabat (CRRA-

Rabat) afin de déterminer les caractéristiques physico-chimiques.
11.3.1.1. Sable
a) Préparation des échantillons pour I’analyse physico-chimique

Aprés prélevement, les six échantillons composites représentatifs du substrat étudié ont été
homogénéisés, séchés a I’air libre a une température inférieure a 45 °C pendant sept jours et
tamisés a 2 mm afin d’extraire les débris végétaux et les cailloux de taille supérieure a 2 mm
selon la norme AFNOR NF X31-101 (AFNOR, 1992a). Une aliquote du substrat tamisé a 2
mm est conservée pour les analyses physiques. Une autre aliquote du substrat tamisé a 0,2 mm

est conservée pour I’analyse de la matiére organique et les analyses chimiques (figure 49).
b) Analyse granulométrique par sédimentation

Les particules minérales constituant le substrat étudié ont été isolées, triées et classées suivant
leur taille (la proportion de terre fine (< 2 mm), de graviers (2 a 5 mm) et de cailloux (> 5 mm))
selon la méthode de la pipette décrite par la norme AFNOR NF X31-107 (AFNOR, 1983a).
Dans un premier temps, la matiere organique du sol est attaquée par 1’eau oxygénée pour
éliminer les cations adsorbants (Ca*™, Mg*™, NHa", H*). Aprées leur élimination, on passe a
I’attaque du calcaire avec du HCI avant de siphonner la solution pour ne laisser que 1’échantillon
sédimenté. Une petite quantité de KCI est ensuite ajoutée afin d’éliminer les ions H* fixés sur
les argiles. Finalement, 1’eau distillée est rajoutée jusqu’a disparition totale d’HCI. Puis, 25 ml
de solution de pyrophosphate de sodium NasP.O; (un dispersant) sont ajoutés a une
concentration de 50g/l. Chaque échantillon est versé dans une éprouvette de 1L et complété
jusqu’a 100 ml avec de I’eau distillée. Apres 30 secondes d’agitation, la lecture est effectuée a
I’aide d’un densimétre (6 min, 8h et 24h). Finalement le contenu de 1’éprouvette est versé dans

un tamis de 0,05mm pour obtenir la fraction sableuse. Cette derniere est versée dans une boite
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avant d’étre déposée dans une étuve. Le sable grossier ainsi que le sable fin sont tamisés a I’aide
d’un tamis de 0,2 mm. Les analyses granulométriques ont révélé que le substrat utilisé est de
texture sablonneuse par excellence, vu qu’il contient 88,3% de sable total. Le sable étudi¢
contient un taux de sable total tres élevé de 88,3%, composé d’un mélange de sable fin (54,9%)
et grossier (33,43%), alors que les taux d’argile et de limon sont trés faibles (3,1% et 8,6%

respectivement) (tableau 5).

Tableau 5. Composition granulométrique du substrat étudié.

Argile  Limons fins  Limons grossiers Sable fin Sable grossier  Sable

(<2pm) (2pm a20pm)  (20pm 2 50pm)  (S0pm 2 200pm) (200pm A 2mm)  Total

3,1 3,9 4,7 54,9 33,43 88,3

¢) Composition chimique du substrat

- Détermination de I'azote total

L’azote total a été déterminé par distillation apres minéralisation par la méthode Kjeldahl. Dans
un premier temps, l'azote des composés organiques est transformé en azote ammoniacal par
I'acide sulfurique concentré, a ébullition, qui agit comme oxydant et détruit la matiere
organique. Pour cela, 2,5 g des six échantillons prélevés a partir du substrat étudié ont été
attaqués a chaud par 1’acide sulfurique concentré conformément a la norme AFNOR NF X31-
111 (AFNOR, 1983b). Le carbone et I'nydrogéne se dégagent a I'état de gaz carbonique et de
vapeur d'eau. L'azote transformé en ammoniaque est fixé par I'acide sulfurique a I'état de sulfate
d'ammonium. Puis I'ammoniaque est distillée dans une solution d'acide borique. Le titrage est
effectué avec une solution d'acide sulfurique a 0.02 N. Aprés ajout d’une trés petite quantité de
catalyseur sélénium et de H>Oz, le produit intermédiaire a été porté progressivement a chaud
jusqu’a décoloration (Bremner, 1960). Le dosage par colorimétrie automatique a révélé que le

substrat utilisé contient une trés faible quantité d’azote totale (0.17 ppm).
- Détermination du phosphore assimilable

Le phosphore assimilable est dosé par la méthode Olsen ou I’extraction est faite par le
bicarbonate de sodium (NaHCO3) 0,5 N a pH 8,5. Apres agitation et filtration, la solution est
dosée par un colorimetre automatique a 825 nm conformément a la norme AFNOR X31-116
(AFNOR, 1992c) (Olsen, 1954). La densité optique des filtrats a montré que la concentration

en ions phosphore initialement présents dans le substrat étudié est trés faible (0,14 ppm).
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- Détermination du potassium extractible

Le potassium extractible est dosé par un spectrophotometre a émission de flamme apres
minéralisation des échantillons du substrat étudié avec une solution d’acétate d’ammonium. La
méthode de minéralisation est décrite par la norme AFNOR X31-108 (AFNOR, 1992b). Le
dosage du potassium extractible par photométrie a montré que le substrat utilisé contient de trés

petites quantités de potassium (1,5 ppm) (tableau 6).
Tableau 6. Teneur du substrat en éléments majeurs.

K20 (ppm)
(Méthode d'extraction a
I'Acétate d’ammonium)

NOs (ppm) P20s (ppm)
(Méthode de Kjeldahl) (Méthode d’Olsen)

Avec : Azote totale = NOs/4,43 ; phosphore assimilable = P>05/2,29 ; potassium extractible =
K20/1,2.

d) Détermination du pH

La mesure du pH du sol est réalisée généralement soit par le pHeay correspondant au pH d'une
suspension de terre dans I'eau, soit par le pHkci correspondant au pH d'une suspension de terre
dans une solution de chlorure de potassium ou I'eau pure est remplacée par une solution de KCI
et les ions K+ sont remplacés par les ions H+. La détermination du pH du substrat étudié est
réalisée selon un rapport sol/solution (1/2,5) a travers une suspension de 1’échantillon
respectivement dans de I’eau distillée et une solution normale de KC1 (N) (Jones, 1999). Ces
deux méthodes électrométriques consistent a introduire dans un flacon, 20 g de sol tamisé a 2
mm et ay ajouter 50 ml de solution (aqueuse ou de KCI). Le mélange obtenu est mis en agitation
pendant une heure conformément a la norme AFNOR X31-103 (AFNOR, 1988) pour le pH-
eau et la norme AFNOR X31-104 (AFNOR, 1988) pour le pH-KCI. Le pH est directement lu
sur le pH-metre a électrodes en verre et le pHkci donne des valeurs inférieures au pHeau de 0,5
a 1 unité (Baize, 2018). Les mesures de ’acidité ont révélé que le substrat utilisé est

moyennement alcalin, le pH-H-0 et pH-KCI étant respectivement de 8,4 et 7,8 (tableau 7).
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e) Détermination de la conductivité électrique

La conductivité électrique d’un extrait aqueux a été déterminée selon un rapport sol/solution de
1/5 a travers une suspension des échantillons dans de 1’eau distillée. La méthode consiste a
introduire dans un flacon (borosilicaté ou en polyéthylene), 20 g de sol tamisé a2 mmetay
ajouter 100 ml de solution aqueuse (Calvet, 2003). Le mélange obtenu est mis en agitation
pendant 30 minutes conformément a la norme AFNOR X31-130 (AFNOR, 1993b). Puis, le
mélange est directement filtré sur papier filtre. La conductivité électrique est directement lue
sur le EC-metre a électrodes en verre. L’extrait 1/5 a montré que le substrat utilisé contient une

tres faible conductivité électrique (0,2 mS/cm).
f) Détermination du calcaire actif

Le calcaire actif est la fraction du calcaire total susceptible de se dissoudre facilement et
rapidement dans la solution du sol. Elle correspond a la fraction fine au plan granulométrique
(moins de 2 um). Elle permet de maintenir une saturation calcique élevée de la CEC et,
indirectement, un pH basique stable. La présence de calcaire actif peut induire, dans certains
substrats pauvres en fer libre, un risque de chlorose ferrique. Le calcaire actif du substrat étudié
a ¢été déterminé par la mise en contact avec I’oxalate d’ammonium, qui attaque une fraction du
calcaire total seulement (Schvartz et al., 2005). Le calcium extrait est ensuite dosé. Cette
méthode d’analyse courante décrite dans la norme AFNOR NF X31-106 (AFNOR, 1982) a
révélé que le substrat utilisé contient un pourcentage trés faible du calcaire actif (1,1%).

g) Détermination du Carbone Organique par oxydation sulfochromique

Le carbone total de la matiére organique a été déterminé par la méthode de Walkley et Black
(1934). Six échantillons de 0,5 g du substrat étudié ont été oxydés a froid par un oxydant
puissant (bichromate de potassium (K2Cr207) 1N) en présence d’acide sulfurique (H2SO4)
concentré. L’exces de bichromate a été titré par le sel de Mohr de formule chimique
Fe(S04)2(NH4)2 en présence d’indicateur coloré selon la norme AFNOR NF X31-109
(AFNOR, 1993a; Girard et al., 2011). La quantité de dichromate reduite est proportionnelle a
la quantité de carbone organique présent dans 1’échantillon étudié. Les résultats de 1’analyse

ont montré que le substrat utilisé contient une trés faible teneur en matiére organique (0,2%).
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Tableau 7. Acidité, conductivité électrique, teneur en calcaire actif et teneur en matiére
organiques du sable étudié.

EC (mS/cm)  Calcaire actif Matiere organique
) (%) (%)

pH-H20 pH-KCI

Avec : Matiere organique = Carbone organique x 1,72
h) Humidité résiduelle

L’humidité résiduelle (HR) est la quantité d’eau capable d’étre conservée par un échantillon du
substrat. Elle correspond a la perte de masse observée aprées passage dans une étuve a 105°C
d'une prise (10 a 20 g) d'échantillon du substrat préparé pour analyse (séché a I'air ou a I’étuve
a 45°C), et ce pendant 24 heures conformément a la norme AFNOR X31-102 (1981) (Pansu et
al., 2003). Le pourcentage d’humidité résiduelle du sable étudié est de 0,8%.

11.3.1.1. Tourbe

La composition physique et chimique de la tourbe utilisée est constituée majoritairement d'eau
(800 ml/l) et de matiere organique mal décomposée ou matiére seche (25%). Les 20% restants
correspondent a la matiere organique décomposée. Le pH-H-O est 1égérement acide (5-6,5) et
la conductivité électrique de I’extrait aqueux 1/5 est trés faible (0,05 mS/cm) (tableau 8).

Tableau 8. Acidité, rétention en eau, conductivité électrique, matiere séche et matiere
organique de la tourbe utilisée.

DH-H20 Retention EC (1/5) Matiere seche Matiére organique

en eau (mi/l) (mS/cm) C)) C))

5-6,5 800 0,05 25 20
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Figure 49. Analyse des caractéristiques physiques et chimiques du substrat étudié. A : séchage
et tamisage du substrat ; B : analyse granulométrique par sédimentation ; C : détermination
du phosphore assimilable (méthode d’Olsen) et du potassium extractible (méthode d’acétate
d’ammonium) ; D : détermination de I’azote total (méthode de Kjeldahl) ; E : détermination
du pH-H20 (1/5) (pH-métre électronique) ; F : détermination de la conductivité électrique
(EC-métre électronique).
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11.3.2. Conteneurs

Les pots de polystyréne de 1000 cm?® (12 semaines) et de 2150 cm?® (48 semaines) ont été
préalablement trempés dans un bain d’eau de javel diluée a 20% puis rincés, permettant ainsi
une stérilisation du mateériel. Les pots ont été ensuite perforés pour assurer le drainage et éviter

la pourriture des racines (figure 50).

Figure 50. Pots de polystyréne de 1000 cm3 préalablement désinfectés et étiquetés par le code
BSCR selon les blocs (B1 ; B2 ; B3 et B4), la solution nutritive (H : solution Hoagland et Arnon
; Q : Quoirin et Lepoivre ; W : Woody Plant Medium et M : Murashige et Skoog), les clones
(C1: ASOC1; C2: ASOC2; C3: ASOC3 et C4 : ASOC4) et les répétitions (R1; R2 ; R3;
R4).

11.3.3. Irrigation et fertilisation

Concernant les trois essais réalisés, la gestion de I’irrigation et la nutrition minérale ont été
caractérisées par deux étapes : la premiére étape (90 premiers jours) qui consiste a apporter
seulement un volume d’eau de 50ml et ceci une fois par semaine. La deuxieme étape (apres
I’enracinement) consiste a apporter les éléments minéraux sous forme d’une solution nutritive
pour assurer la croissance et le développement des boutures. Les boutures ont été irriguées
régulierement le matin a 2/3 d’humidité a capacité au champ avec une fréquence de 3 fois par

semaine.
11.3.4. Désinfection, suivi et protection phytosanitaire

Les extrémités apicales des boutures fraichement taillées ont été protégées avec du mastic
cicatrisant pour réduire la perte d'eau et protéger la plante de toute attaque extérieure. Puis, le
1/3 de la partie basale des boutures a été trempé pendant 10 minutes dans une solution de
fongicide a 0,2% (Dithane avec la matiére active mancozebe 750 g/kg) et lavé soigneusement
3 fois a I’eau distillée stérile avant I’application des traitements de phytohormones. Lorsque les

boutures sont installées sous serre, un suivi quotidien s’impose afin de vérifier leur état sanitaire

119



Deuxiéme partie : Matériel et méthodes

(suppression des feuilles mortes, vérifier 1’état des boutures, etc.). Malgré le suivi, lors des

contaminations, des applications de produits phytosanitaires sont nécessaires.
11.4. Préparation des boutures, traitements et dispositif expérimental

Dans le but d’optimiser les conditions d’enracinement, de croissance et développement des
boutures de I’arganier, trois essais successifs ont été réalisés dans différentes conditions

expérimentales et sous I’effet de plusieurs facteurs endogeénes et exogeénes.

I1.4.1. Mise en place d’un dispositif expérimental pour I’étude de ’effet des différents
types d'auxines et du clone sur le débourrement et I'enracinement des boutures de

I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels)

11.4.1.1. Préparation des boutures et traitements

Les boutures semi-ligneuses de 1’arganier prélevées ont été divisées en segments de (5 + 1) mm
de largeur et (10 £ 0,5) cm de longueur avec 4 feuilles et 10-12 nceuds (figure 51). Les apex des
rameaux ont été éliminés et les boutures ont été effeuillées a la base sur prés de 5 cm afin de
dégager la partie du rameau a insérer dans le substrat. Lors de cet essai, trois types d’auxines
ont été utilisées : I'AIB (Acide Indole Butyrique) ; I’AIA (Acide Indole Acétique) et I’ANA
(Acide Naphtaléne Acétique), en présence de quatre concentrations : 0 ; 1000 ; 3000 et 5000
ppm, ce qui correspond respectivement & (5,71 ; 17,12 et 28,54 mM) pour I’AIA, (5,37 ; 16,11
et 26,85 mM) pour I’ANA et (4,92 ; 14,76 et 24,60 mM) pour I’AIB. La solution concentrée
d’auxine a été préparée en faisant dissoudre la poudre d'hormone dans 10 ml d'éthanol (95%),
puis de l'eau distillée autoclavée a été ajoutée a un volume final de 1L. Les boutures du

traitement témoin ont été trempées dans de I'eau distillée.

Figure 51. Boutures semi-ligneuses d’arganier de (5 + 1) mm de largeur et (10 + 0,5) cm de
longueur avec 4 feuilles et 10-12 neeuds.
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11.4.1.2. Conditions d’installation et de croissance de ’essai

Les boutures ont été insérées dans des pots de polystyréne de 1000 cm? (deux boutures par pot).
Les pots perforés ont été remplis d'un substrat d’enracinement de sable fin de riviére tamisé et
stérilisé a I’autoclave (1 heure, 121°C, 1 bar). Des trous ont ¢été¢ confectionnés dans le substrat
pour permettre I'insertion des boutures sans endommager le cambium ou éliminer I'hormone
d'enracinement. Aprés 1’insertion des boutures, le substrat d'enracinement a été légerement
pressé autour de leur point de contact avec le substrat. L’essai a été conduit dans ces pots
pendant 12 semaines. Ensuite, les boutures enracinées ont été retirées des pots et le substrat a
été soigneusement lavé du systéme racinaire. Les systémes racinaires ont été soigneusement
manipulés afin qu'aucun dommage ne se produise lors de la transplantation. Aprés la collecte
des données, ces plantules ont éte transférées dans des pots noirs en polyéthyléne plus grands
(20 cm de diamétre, 20 cm de profondeur, volume de 2150 cm?®) contenant un mélange de sol
provenant de forét et stérilisé, de la tourbe et du sable fin tamisé (1 :1: 1 v/ v). Ces pots ont
été ensuite placés dans une serre en plein soleil (sans systeme d'ombrage), a un écartement de
20 cm x 20 cm. Une solution nutritive Hoagland (Hoagland et Arnon, 1950) a été utilisée une

fois par semaine pour répondre aux besoins nutritionnels des plantules.
11.4.1.3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté pour cet essai est le Dispositif en Bloc Aléatoire Complet
(DBAC) (figure 52). Au total, 32 boutures et 4 répetitions ont été utilisées pour chaque
combinaison de traitement avec quatre clones (ASOCL1 ; ASOC2 ; ASOC3 et ASOC4), trois
types d'auxine (AIB ; AIA et ANA) et quatre concentrations (contréle, 1000, 3000 et 5000 mg

)

Figure 52. Dispositif en Bloc Aléatoire Complet (DBAC).
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I1.4.2. Mise en place d’un dispositif expérimental pour I’étude de P’effet de la solution
nutritive, du type de bouture et de la position de prélévement de boutures le long de tiges

de pieds meéres sur I'enracinement des boutures de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels)

11.4.2.1. Préparation des boutures et traitements

Les boutures du clone ASOCL1 ont été prélevées et conservees séparément en fonction de la
position de prélevement le long de tiges des pieds meres (basale, médiale et apicale), puis ont
été classées en fonction des types de boutures. En effet, des boutures ligneuses (aoltées sans
feuilles) ont été prélevées en hiver, les boutures herbacées (bois vert et tendre) au printemps et
les boutures semi-ligneuses (semi-herbacées ou semi-aoQtées) en été. Les pousses d’arganier
ainsi prélevées ont été divisées en segments de (5 + 1) mm de largeur et (10 = 0,5) cm de
longueur avec 4 feuilles et 10-12 nceuds. Les apex des rameaux ont été éliminés et les boutures
ont été effeuillées a la base, sur pres de 5 cm pour dégager la partie du rameau a insérer dans le
substrat. Enfin, avant d’étre insérées dans le substrat, les boutures ont été trempées pendant 5
min dans 3000 mg.I"! d'acide indole-3-butyrique (AIB).

11.4.2.2. Conditions d’installation et de croissance de ’essai

Les boutures ont été placées sous serre de la méme facon que le premier essai. Pour répondre
aux besoins nutritionnels des plantules, quatre solutions nutritives de Hoagland (HA,Hoagland
et Arnon, 1950) ; Quoirin et Lepoivre (QL, Quoirin et Lepoivre, 1977) ; Murashige et Skoog
(MS,Murashige et Skoog, 1962) et Woody Plant Medium (WPM, Lloyd et Mc Cown, 1980)
ont été appliquées une fois par semaine. La solution mere des micro-élements contient tous les
micronutriments a I'exception du fer. Le fer est ajouté sous forme de sulfate ferreux
heptahydraté (FeSO4.7H20). Les macronutriments et les microéléments ont été ajoutés
séparément dans les solutions filles. Le pH de la solution nutritive a été ajusté a une valeur de
5,6 £ 0,2 (tableau 9).

11.4.2.3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté pour cet essai est le Dispositif en Bloc Aléatoire Complet
(DBAC) avec quatre blocs et trois variables dépendantes (le type de boutures, la position de
prélevement et les solutions nutritives). Au total, 32 boutures et 4 répétitions ont été utilisées
pour chaque combinaison de traitement avec trois types de boutures (herbacées, semi-ligneuses

et ligneuses), trois positions de prélevement (apicale, médiane et basale) et quatre solutions
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nutritives (Hoagland et Arnon (HA) ; Quoirin et Lepoivre (QL) ; Murashige et Skoog (MS) et

Woody Plant Medium (WPM)).

Tableau 9. Concentrations en macroéléments et microéléments des quatre solutions nutritives
étudiées : Hoagland et Arnon (HA) ; Quoirin et Lepoivre (QL) ; Murashige et Skoog (MS) et

Woody Plant Medium (WPM).

Element minéraux

Macroéléments (mM)

NH4* 02,0 05,0 05,0 20,6
NO3 14,0 33,0 09,7 39,4
PO4 02,0 02,0 01,3 01,3
K* 06,0 19,8 12,6 20,0
Ca* 04,0 05,1 03,0 03,0
Mg* 01,0 01,5 01,5 01,5
SO4 01,0 01,6 07,2 01,7

Microéléments (uM) HA QL WPM MS

Fe** 64,0 100,0 100,0 100,0
Zn*t 02,0 29,9 29,9 29,9

Cu** 0,50 01,0 01,0 01,0
B+ 25,0 100,0 100,0 100,0
Mn** 02,0 44.8 132,0 100,0
MoO4~ 0,50 01,0 01,0 01,0
I~ - 0,50 - 05,0
Co** - 0,10 - 00,1
Cl- 50,0 - 01,3 06,0
Na* 64,0 200,0 200,0 200,0
Valeurs récapitulatives (mM) HA QL WPM MS

Total N 16,0 38,0 14,7 60,0
NO37/NH4* 07,0 06,6 02,0 01,9
Molarité totale 30,2 68,5 42,2 94,0
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I1.4.3. Mise en place d’un dispositif expérimental pour I’étude de I’effet du type de
substrat, du diameétre des boutures et du nombre de feuilles sur la multiplication par
bouturage de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels).

11.4.3.1. Préparation des boutures et traitements

Les boutures semi-ligneuses prélevées du clone ASOCL1 ont été divisées en segments de
longueur uniforme (10 + 0,5) cm et partagées en trois groupes selon le diametre : (0,1-0,3) cm
avec 10 a 12 nceuds, (0,3-0,6) cm avec 8 a 10 nceuds et (0,6-0,9) cm avec 6 a 8 nceuds en utilisant
un pied a coulisse électronique calibré. Ces boutures ont été également classées selon le nombre
de feuilles : sans feuilles, avec deux feuilles, avec quatre feuilles ou avec huit feuilles. Les apex
des rameaux ont été éliminés et les boutures ont été effeuillées a la base, sur prés de 5 cm pour
dégager la partie du rameau a insérer dans le substrat. Puis, le 1/3 de la partie basale des boutures
a été trempé pendant 5 min dans une solution fraichement préparée d'auxines (3000 ppm ou
14,76 mM d'AIB). La solution concentrée d’auxine a été préparée en faisant dissoudre la poudre
d'’hormone dans 10 ml d'éthanol (95%), puis de I'eau distillée autoclavée a été ajoutée a un
volume final de 1 L.

11.4.3.2. Conditions d’installation et de croissance de I’essai

Les boutures ont été placées sous serre suivant le méme processus que nous avons établi durant

le premier et le deuxiéme essai.
11.4.3.3. Dispositif expérimental

Le dispositif expérimental adopté pour cet essai est le Dispositif en Bloc Aléatoire Complet
(DBAC) avec quatre blocs et trois variables dépendantes (diametre des boutures, nombre de
feuilles et type de substrat). Au total, 32 boutures et 4 répétitions ont été utilisées pour chaque
combinaison de traitement avec trois diamétres (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm), quatre
nombres de feuilles (sans feuilles ; 2 ; 4 et 8 feuilles) et trois types de substrats (sable fin ; tourbe

et mélange sable fin/tourbe) (figure 53).
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Figure 53. Dispositif en Bloc Aléatoire Complet (DBAC) des boutures semi-ligneuses
d’arganier installées dans un substrat de tourbe a une température de 32 + 2 °C.

I11.5. Observations et réalisation des mesures

Au terme des deux phases d’enracinement et d’endurcissement, les observations et les mesures
effectuées ont porté sur des parametres de croissance et de développements destructifs et non
destructifs a savoir : le nombre de pousses (NP) ; la longueur des pousses (LP) ; le pourcentage
de débourrement (PD,%) ; le nombre de racines de plus d’1 cm partant de la base de la bouture
(NR) ; la longueur de I’axe racinaire principal (LR, cm) ; le pourcentage d'enracinement des
boutures (PR,%) : les boutures avec racines (> 1 mm) ont été considérées comme enracinées et
ont été incluses pour le calcul du pourcentage d'enracinement ; le taux de réussite au bouturage
(TR,%) : rapport entre le nombre de boutures vivantes a trois mois de bouturage et le nombre
de boutures installées dans les pots. Ce pourcentage a €té enregistré aprés 48 semaines, période

jugée suffisante pour la survie des boutures racinées.

11.6. Analyses des données

Toutes les données ont été enregistrées dans des fichiers Microsoft Excel (version 2016). Le
traitement des données a été effectué a l'aide du logiciel SAS (SAS Institute Inc., 2009). Une
analyse de variance a été effectuée en vue de tester I'effet des trois facteurs étudiés ainsi que
leurs interactions sur les parameétres contr6lés (Dagnelie, 1992). Une comparaison de moyennes
a été effectuée par test de Duncan a 5% de probabilité. Les valeurs des différents paramétres de
croissance ont été considérees égales a zéro pour toutes les boutures n'ayant pas repris apres
transplantation. Les valeurs ont été écrites sous forme de moyennes + Erreur standard de la
moyenne (SEM). Les pourcentages ont subi une transformation Arcsin\P avant de procéder a

’analyse de la variance.
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I11. Identification des principaux genes impliqués dans la formation des racines et

conception in silico d’amorces oligonucléotidiques

I11.1. Recherche in silico des génes sur les banques de séquences nucléiques

Les approches bibliographiques et bio-informatiques sont deux méthodes de recherche
complémentaires, qui permettent de sélectionner « in silico » des génes candidats. Ainsi, afin
de rechercher in silico des géenes impliqués dans la formation des racines, nous avons effectué
une recherche de génes dans les bases de données suivantes :
a) labase de données américaine (GenBank) de NCBI (National Center for Biotechnology
Information) ;
b) la base de données européenne (EMBL) de I’EBI (European Bioinformatics Institut) ;

c) labase de données japonaise (DDBJ) de NIG (National Institute of Genetics).
111.2. Alignement de séquences

L’alignement de séquences nucléiques en format Fasta pour identifier les amorces
oligonucléotidiques des différents génes candidats a été réalisé par la méthode de recherche
heuristique BLAST (Basic Local AlignmentSearch Tool) et le programme Align X (logiciel

Vector NTI), afin de chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques.

111.3. Sélection et analyse des amorces oligonucléotidiques

111.3.1. Outils bio-informatiques utilisés

Apres avoir extrait plusieurs séquences d’intérét a partir des bases de données des séquences
nucléiques et les avoir alignees via la méthode BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
et le programme Align X (logiciel Vector NTI) ; le choix d’amorces oligonucléotides a été
effectué par les programmes Vector NTI et Primer 3 qui ont permis d’effectuer des alignements
multiples d’ADN, de gérer des bases d’oligonucléotides et de proposer des couples d’amorces

adaptés a la réalisation d’une PCR.
111.3.2. Parameétres de sélection des amorces oligonucléotidiques

Les deux amorces sens et antisens d’oligonucléotides ont été congues pour étre stables,
spécifiques a une région donnée de I'ADN pour I'amplification et ayant des propriétés adaptées
aux protocoles expérimentaux qui seront utilisés comme base de recherche dans les laboratoires
de biotechnologies et de biologie moléculaire. En effet, la séquence d’amorces détermine

plusieurs paramétres de fonctionnement et d’efficacité de la PCR :
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- lalongueur de I'amorce : 15-30 residus nucléotidiques (bases) ;
- latempérature de fusion (Tf) : 52-58 °C;
- lateneur en G/C (CG%) : 40-60% ;

- laséquence a I’extrémité 3’ : contient un G ou C.
111.3.3. Synthése des oligo-nucléotides dégenérés

La nomenclature internationale des oligo-nucléotides dégénérés inclut des abréviations pour les
bases normales d'ADN : les purines (G (Guanine) et A (Adénine)) et les pyrimidines (C
(Cytosine) et T (Thymine)). En effet, il existe 11 lettres supplémentaires pour les bases

dégenérées. La synthése des oligo-nucléotides a des positions dégénérées se fait selon la

nomenclature internationale suivante :

R =G ou A (puRine) H=AouTouC (nonG) N=GouAouTouC

S =G ou C (3 liaisons H =

Y =T ou C (pYrimidine) V=G ouA ouC (nonT) Strong en anglais)

B=GouTouC (nonA) K=GouT (kétq oucétone W=AouT(2 liaisqns H=
en anglais) Weak en anglais)

D=GouAouT (nonC) M = A ou C (aMine)
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I. Détermination et caractérisation par spectroscopie moyen infrarouge a transformée de
Fourier (IRTF) couplée a la chimiométrie de la composition biochimique des feuilles et

graines d’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) selon I’origine géographique
I.1. Résultats

1.1.1. Analyse des spectres MIR-ATR par transformée de Fourier (IRTF) des graines de

I’arganier

Les analyses de variance des spectres moyens infrarouges MIR par transformée de Fourier de
type réflexion totale atténuée (ATR) des graines de I’arganier montrent une différence
significative entre la forét d'Admine et I'Arboretum d'Oued Cherrat. Les coefficients de
variation des spectres moyens infrarouges des graines de 1’arganier sont représentés par la
figure 54 ; il en découle une augmentation de 7% de la variation moyenne entre les échantillons

de la région de la forét d’Admine et ceux de I'Arboretum d'Oued Cherrat.
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Figure 54. Coefficient de variation des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des graines de ’arganier de la forét d'Admine
et de I'arboretum d'Oued Cherrat.
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La figure 55 montre la contribution des différentes composantes principales dans 1’explication
de la variance des spectres moyen infrarouge des graines de 1’arganier de la forét d’Admine et
de I'Arboretum d'Oued Cherrat.
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Figure 55. Variance expliquée par les spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des graines d’arganier en fonction des
composantes principales.

La figure 56 présente la carte factorielle des deux premicres composantes de 1’analyse en
composante principale ACP (axes 1 et 2) des spectres moyen infrarouge obtenus sur des graines
d’arganier issues de la forét d’Admine située au Sud-Ouest et de I'Arboretum d'Oued Cherrat
situé au Nord-Ouest du Maroc. Cette carte porte environ 95% de la variabilité totale des spectres
avec 92% pour I’axe 1 et 3% pour ’axe 2. Les deux composantes principales ont permis de
bien visualiser les données et de séparer les différentes graines en fonction de leur origine
géographique. L’analyse des spectres moyen infrarouge a révélé la formation de trois groupes
d’échantillons distincts. En effet, les individus du groupe 1 sont situés a gauche sur I’axe 1,
Iégérement dispersés le long de 1’axe 2 et correspondent aux graines des arbres de la forét
d’Admine (A1, A2, A4, A5, A6). Par ailleurs, les individus du groupe 2 sont situés sur une
position fortement positive sur I’axe 2, 1égerement dispersés le long de I’axe 1 et correspondent
aux graines des arbres de I’Arboretum d’Oued Cherrat (R1, R4, R5, R6). En revanche, les
individus du groupe 3 sont situés sur une position négative sur I’axe 1 et I’axe 2 et représentent
des graines des arbres de la forét d’Admine et de I’ Arboretum d’Oued cherrat (A3, A5, R2, R3).
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Figure 56. Carte factorielle de ['analyse en composante principale ACP (axes 1 et 2) des
données spectrales moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF) de type réflexion
totale atténuée (ATR) obtenus sur des graines de l’arganier de la forét d'Admine et de
I'arboretum d'Oued Cherrat. Le traitement des données a été effectué en triple. La gamme
spectrale choisie ici est comprise entre 700 et 4000 nm. 92% de la variance est expliquée par
la premiére composante (PC-1) et 3% par la deuxieme composante (PC-2).
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Figure 57. Vecteurs propres des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) de ’axe 1 de I’ACP des graines de [’arganier
de la forét d’Admine et de I'arboretum d'Oued Cherrat. Deux types de prétraitements de
spectres ont été testés : la dérivée d'ordre 1 et la procédure SNV (Standard Normal Variate).
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Les vecteurs propres des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF) de type
réflexion totale atténuée (ATR) de 1’axe 1 de I’ACP des graines de 1’arganier de la forét
d'Admine et de I'Arboretum d'Oued Cherrat sont présentés par la figure 57. Avant I’application
de I’analyse en composante principale des spectres moyen infrarouge obtenus sur des graines
de I’arganier, certaines zones spectrales de nombres d'ondes (4000-3 200 cm™ ; 26001800 cm"
1+1690-1470 cm™ ; 700-600 cm™) ont été supprimées. Ces zones sont connues pour ne pas
avoir d'informations sur les graisses, et étre susceptibles de provoquer des interférences avec la
vapeur d’eau, le CO2 et les signaux bruyants. Les zones spectrales de nombres d'onde
sélectionnées (32002600 cm™, 1800-1690 cm™ et 1470-700 cm™?) ont été utilisées pour faire
la comparaison entre les échantillons des graines des deux zones geographiques étudiées. En
effet, les valeurs positives sur I’axe 1 sont liées principalement a deux bandes d’absorption dans
la région 2840-2918 cm™ correspondant a des groupes méthyléne (-CH2-) aliphatiques. On
observe aussi une absorption dans le domaine 1735-1753 cm correspondant a une double
liaison C=0 ester du triglycéride. Ainsi, plusieurs bandes de faible intensité d’absorption ont
été enregistrées dans la région 1470-700 cm™. Concernant les valeurs négatives de I’axe 1, on
enregistre deux bandes d’absorption dans le domaine 2840-2940 cm™ correspondant aux
groupes acycliques (-CH2-) des triglycérides et des bandes avec de trés faibles intensités

d’absorption dans la région 1470-700 cm™.

1.1.2. Analyse des spectres MIR-ATR par transformée de Fourier (IRTF) des feuilles de

I’arganier

L’analyse de variance des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF) de type
réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles d’arganier montre une différence significative entre
les deux régions étudiées. Le coefficient de variation du moyen infrarouge des feuilles de
I’arganier est caractérisé par une homogénéité importante des échantillons des deux régions
étudiées. Les resultats du coefficient de variation des spectres moyen infrarouge par
transformée de Fourier (IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles de I’arganier
de la forét d’Admine et de I'Arboretum d'Oued Cherrat sont représentés sur la figure 58.
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Figure 58. Coefficient de variation des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles d’arganier de la forét d'Admine et
de I'arboretum d'Oued Cherrat.

La figure 59 illustre la contribution des différentes composantes principales dans 1’explication
de la variance des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF) de type

réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles d’arganier.
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Figure 59. Variance expliquée des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles en fonction des composantes
principales.
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La figure 60 présente la carte factorielle des deux premicéres composantes de 1’analyse en
composante principale ACP (axes 1 et 2) des spectres moyen infrarouge obtenus sur des feuilles
d’arganier issues des deux régions étudiées. Cette carte porte environ 85% de la variabilité
totale des spectres avec 66% pour la premiere composante (PC-1) et 19% pour la deuxiéme
composante (PC-2). L’analyse des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier
(IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) des feuilles d’arganier a révélé une bonne
discrimination des différents échantillons des feuilles d’arganier en fonction de leur origine
géographique, par rapport a la premieére composante. L’analyse multidimensionnelle des
spectres moyen infrarouge des feuilles d’arganier a révél¢ la formation de deux groupes
distincts. En effet, les individus du groupe 1 sont situés a gauche sur I’axe 1, légérement
dispersés le long de I’axe 2 et correspondent aux feuilles des arbres de 1’ Arboretum d’Oued
Cherrat. Toutefois, les individus du groupe 2 sont situés sur une position fortement positive sur
I’axe 2, légerement dispersées le long de I’axe 1 et correspondent aux feuilles des arbres de la
forét d’Admine. La figure 60 illustre I’analyse en composante principale ACP (axes 1 et 2) des
spectres moyen infrarouge par transformeée de Fourier (IRTF) de type réflexion totale atténuéee
(ATR) obtenus sur des feuilles d’arganier de la forét d'/Admine et de I'Arboretum d'Oued
Cherrat.
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Figure 60. Carte factorielle de ['analyse en composante principale ACP (axes 1 et 2) des
données spectrales moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF) de type réflexion
totale atténuée (ATR) obtenues sur des feuilles de [’arganier de la forét d’Admine et de
I'Arboretum d'Oued Cherrat. Le traitement des données a été effectuée en triple. La gamme
spectrale choisie ici est comprise entre 700 et 4000 nm. 66% de la variance est expliquée par
la premiére composante (PC-1) et 19% par la deuxieme composante (PC-2).
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Les résultats concernant les vecteurs propres des spectres moyen infrarouge par transformée de
Fourier (IRTF) de type réflexion totale atténuée (ATR) de I’axe 1 de I’ACP des feuilles
d’arganier de la forét d’Admine et de I'Arboretum d'Oued Cherrat sont illustrés par la figure 61.

2840
981

0.1

2858 =
1753 -

-0.1 4

Intensité (1/R)
<
2929 — é 2910

1160 —

1076 —

N
=)
=
=

1662 —

3086.53  3760.88 3560.30 3352.00 311478 2914.06 2713.62 1990.37 1751.22 1527.49 1305.76 1105.12 80;_75 (;7,1..10
Longueur d’ondes (nm)
Figure 61. Vecteurs propres des spectres moyen infrarouge par transformée de Fourier (IRTF)
de type réflexion totale atténuée (ATR) de l’axe 1 de I’ACP des feuilles de [’arganier de la

forét d'Admine et de I'arboretum d'Oued Cherrat. Deux types de prétraitements de spectres ont
été testés : la dérivée d'ordre 1 et la procédure SNV (Standard Normal Variate).

Généralement, avant ’application de 1’analyse en composante principale des spectres moyen
infrarouge, certaines zones spectrales de nombres d'ondes (4000-3200 cm™ ; 2600-1800 cm
; 1690-1470 cm™ ; 700-600 cm™*) connues pour ne pas avoir d'informations sur les graisses, et
étre susceptibles de provoquer des interférences avec la vapeur d’eau, le CO2 et les signaux
bruyants sont supprimées. Les zones spectrales de nombres d'onde sélectionnées (3200-2600
cm?, 1800-1690 cm™ et 1470-700 cm™) ont été utilisées pour faire la comparaison entre les
échantillons des feuilles des deux zones géographiques étudiées. En effet, les valeurs positives
sur I’axe 1 sont liées principalement a deux bandes d’absorption dans le domaine 2840-2918
cm™ correspondant & des groupes méthyléne (-CH2-) aliphatiques. On observe aussi deux
bandes avec une trés faible intensité d’absorption dans la région 1470-700 cm® correspondant
a une bande trans du groupe (-CH=CH-) insaturé. Cette zone spectrale comprend également
une bande d’absorption autour de 981 cm™ qui correspond a une bande trans du groupe (-
CH=CH-) insaturé. Concernant les valeurs négatives de I’axe 1, on enregistre deux bandes
d’absorption avec une faible intensité d’absorption dans le domaine 2840-2940 cm
correspondant aux groupes acycliques (-CH2-) des triglycérides. On note également une

absorption dans le domaine 1470-700 cm™ liée aux étirements des liaison C-O ou C-C.
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1.2. Discussion

Cette étude porte sur I'analyse du potentiel de la spectroscopie moyen infrarouge a transformée
de Fourier (IRTF) couplée a la chimiométrie pour la caractérisation des graines et feuilles
d’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) en fonction de ’origine géographique. Les résultats
obtenus indiquent des effets significatifs (P<0,05) de I’origine géographique sur la composition
chimique des graines et feuilles d’Argania spinosa. Les spectres moyen infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF) des graines et feuilles issues des deux régions étudiées
présentent des pics d’absorption spécifiques des fonctions chimiques présentes chez les autres
especes oléagineuses (Oussama et al., 2012). En effet, les différentes bandes d’absorption
enregistrées correspondent a des spectres caractéristiques d'acides gras (Deng et al. 2012). Les
résultats de la présente étude montrent également que le nombre d'ondes enregistrées ont été
affectées par le degré d'insaturation des acides gras (Mirghani et al., 2003 ; Lerma-Garcia et
al., 2010). Ces résultats correspondent bien a ceux obtenus par Riaublanc et al., (2006) qui ont
rapporté que les caractéristiques spectrales changent avec le degré d'insaturation. D’apres les
résultats obtenus sur les spectres moyen infrarouge des groupes 2 (R1, R4, R5, R6) et 3 (A3,
A5, R2, R3) des graines d’arganier, les deux bandes observées autour de 2912 et 2844 cm™
dans la premiére zone spectrale (3200—-2600 cm™) sont caractéristiques de la chaine d'acide gras
et sont liées aux absorptions d'étirement C-H trouvées dans les groupes acycliques (-CH2-) des
triglycérides (Riaublanc et al., 2006 ; Vlahov et al. 2010). Dans la deuxiéme zone spectrale
(1800-1690 cm™), 1a bande d’absorption d'environ 1735 cm™ est corrélée avec la vibration de
la double liaison C=0 de I'acide gras libre (Ismail et al., 1993 ; Riaublanc et al., 2006). Dans la
troisiéme zone spectrale (1470-700 cm™), la bande autour de 1454 est liée aux déformations
symétriques et asymétriques (-CH3) et (-CH2-) et les bandes d’absorption autour de 1135 et
1080 cm* sont liées aux étirements des liaisons C-O ou C-C (Yookyung et al., 2007 ; Zhang et
al., 2012). Pour les graines du groupe 1 (A1, A2, A4, A5, A6), les deux bandes observées autour
de 2933 et 2862 cm™ dans la premiére zone spectrale (3200-2600 cm™) sont également liées
aux absorptions d'étirement C-H trouveées dans les groupes acycliques (-CH2-) des triglycérides
(Zhao et al., 2015). Dans la deuxiéme zone spectrale (18001690 cm™), 1a bande d’absorption
d'environ 1755 cm™ est caractéristique de la double liaison ester C=0 du triglycéride (Riaublanc
et al., 2006 ; Lerma-Garcia et al. 2010). Dans la troisiéme zone spectrale (1470-700 cmY), la
bande d’absorption autour de 1382 cm™ est liée aux déformations symétriques et asymétriques
(-CH3) et (-CH2-) et la bande d’absorption autour de 1191 cm™ est liée aux étirements des
liaisons C-O-C ou C-C (Mirghani et al. 2003 ; Yookyung et al., 2007). La distribution des

spectres moyen infrarouge des graines d’arganier issues des deux régions étudié¢es montre que
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les graines des groupes 2 et 3 contiennent le plus d’acides gras libres alors que les graines du
groupe 1 sont celles qui en contiennent le moins. Ceci signifie que les huiles des graines du
groupes 1 sont les plus saturées, contrairement aux huiles des graines des groupes 2 et 3 qui
contiennent le plus d’insaturation. Concernant les résultats obtenus sur les spectres moyen
infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) des feuilles d’arganier, les données spectrales du
groupe 1 (A1, A2, A3, A4, A5, A6) montrent que les deux bandes observées autour de 2910 et
2840 cm™ dans la premiére zone spectrale (3200-2600 cm™) sont liées aux vibrations C-H
trouvées dans les doubles liaisons cis (-CH=CH-) (Lerma-Garcia et al. 2010 ; Deng et al. 2012).
Dans la troisiéme zone spectrale (1470-700 cm™), la bande autour de 1301 cm™ est liée aux
déformations symeétriques et asymétriques (-CH3) et (-CH2-) et la bande d’absorption autour
de 1191 cmest liée aux étirements des liaison C-O-C ou C-C. Cette zone spectrale comprend
également la bande d’absorption autour de 981 cm™ correspondant a une bande trans du groupe
(-CH=CH-) insaturé (Yookyung et al., 2007 ; Vlahov et al. 2010). Pour les résultats obtenus
sur les spectres moyen infrarouge du groupe 2 (R1, R2, R3, R4, R5, R6) des feuilles, les deux
bandes observées autour de 2929 et 2858 cm™ dans la premiére zone spectrale (3200-2600 cm’
1) sont liées aux vibrations C-H trouvées dans les doubles liaisons cis (-CH=CH-) (Zhao et al.,
2015). Elles sont également affectées par le degré d'insaturation des acides gras et sont liées
aux absorptions d'étirement C-H trouveées dans les groupes acycliques (-CH2-) des triglycérides
(Riaublanc et al., 2006). Dans la deuxiéme zone spectrale (1800-1690 cm™), la seule bande
d’absorption d'environ 1753 est corrélée avec des vibrations du groupe carbonyle des acides
gras et de la liaison ester du glycérol des acides gras. Cette bande d’absorption est
caractéristique de la double liaison ester C=0 du triglycéride (Riaublanc et al., 2006 ; Zhang et
al. 2012). Dans la troisieme zone spectrale (1470-700 cm™), la bande autour de 1469 cm™ est
liée aux déformations symétriques et asymeétriques (-CH3) et (-CH2-) et les bandes d’absorption
autour de 1160 et 1076 cm™ sont liées aux étirements des liaisons C-O-C ou C-C (Yookyung et
al., 2007 ; Zhao et al., 2015). De ce fait, les résultats des spectres moyen infrarouge a
transformée de Fourier (IRTF) des feuilles sont conformes aux résultats obtenus sur les graines
d’arganier. La distribution des spectres moyen infrarouge des feuilles d’arganier issues des deux
régions étudiées montre que les feuilles du groupe 2, issues de 1’Arboretum d’Oued cherrat,
contiennent le plus d’acides gras libres alors que les feuilles du groupe 1, issues de la forét
d’Admine, sont celles qui en contiennent le moins. Ceci signifie que les feuilles du groupe 1
contiennent des acides gras plus saturés, contrairement aux feuilles du groupe 2 qui contiennent
le plus d’insaturation. Sur la base des résultats obtenus, il est évident que la spectroscopie

moyen infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) couplée a la chimiométrie est une technique
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efficace, fiable, rapide et qui présente de larges perspectives d'application dans la détermination
de parameétres chimiques et fournit des indications nouvelles sur la qualité des graines et des
huiles d’arganier (Oussama et al., 2012 ; El Orche et al., 2020). Les résultats de la présente
étude sont conformes aux résultats obtenus par Oussama et al. (2021) qui ont montré que la
composition chimique de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) est fortement influencée par
I’origine géographique des échantillons étudiés. Par ailleurs, les résultats obtenus par la
spectroscopie MIR a transformée de Fourier ont révélé une superiorité de la qualité des fruits
et des feuilles des clones de I’Arboretum d’Oued Cherrat par rapport a ceux de la forét
d’Admine. Ceci pourrait s’expliquer par plusieurs facteurs tels qu’un taux d’humidité élevé
(proximité du littoral), une fréquence des précipitations plus importante, une meilleure fertilité
du sol de I’Arboretum d’Oued Cherrat et principalement la succession de plusieurs années de
sécheresse dans la région du Souss. Ainsi, en se basant sur ces résultats, 1’étude de la
multiplication végétative a été réalisée sur des boutures collectées uniquement sur des arbres
adultes de I'Arboretum d'Oued Cherrat.
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I1. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur la multiplication

par bouturage de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels).
I1.1. Résultats

I1.1.1. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur le nombre et

la longueur des pousses

D’aprés le tableau 10, on constate que 1’analyse de la variance (ANOVA) a montré des effets
significatifs (P<0,05) du clone, du type d’auxine, de la concentration d’auxine et de leurs
interactions sur le nombre de pousses et la longueur des pousses. Les résultats concernant le
nombre de pousses et la longueur de pousses des boutures de I’arganier selon le clone, le type
d’auxine et la concentration d’auxine sont présentés sur la figure 62, on remarque une
supériorité du comportement des clones ASOC 1 et ASOC4 par rapport aux clones ASOC 2 et
ASOC 3. Les boutures de tous les clones montrent une amélioration des pourcentages de
débourrement en présence d’auxine comparativement au témoin. Le traitement des boutures du
clone ASOC1 avec 3000 mg.It d’AIB a augmenté le nombre et la longueur des pousses de 1,81
et 15,94 cm respectivement par rapport au témoin (figure 62). Par ailleurs, 1’utilisation de
I’ANA et ’AIA ont augmenté légerement le nombre et la longueur des pousses par rapport a
I'AIB. Le traitement avec I’ANA qui a donné les meilleurs résultats a été enregistré chez les
boutures du clone ASOC1 traitées avec 1000 mg.I* produisant un nombre de 1,63 fois plus
élevé et une longueur de 12,38 cm plus importante que le témoin. Concernant le traitement avec
I’AIA, la formation des pousses a été plus importante (1,69 fois par rapport au témoin) chez les
boutures du clone ASOC4 traitées avec 5000 mg.I". Cependant, la longueur des pousses la plus

élevée a été observée chez les boutures du clone ASOCI traitées avec 5000 mg.I* (figure 62).
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Figure 62. Effets du génotype (ASOC1, ASOC2, ASOC3 et ASOC4), du type d’auxine (AIA, ANA et AIB) et de la concentration d’auxine (0, 1000,
3000, 5000 mg.I"?) sur le nombre de pousses et la longueur de pousses (cm) des boutures de I’arganier. Au sein de chaque traitement, les valeurs
moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne +

erreur standard de la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 10. Analyse de la variance (ANOVA) des effets du clone (ASOC1, ASOC2, ASOC3 et
ASOCH4), du type d’auxine (AIA, ANA et AIB), de la concentration d’auxine (0, 1000, 3000,
5000 mg.I"%) et de leurs interactions sur le nombre de pousses et de la longueur des pousses
(cm) des boutures semi-/igneuses de [’arganier. ddl : degré de liberté ; F-value : loi de Fisher-
Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification P<0,05 ; n =32 ; x : interaction entre les
facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *: Significatif (P < 0.05) ; **: Tres significatif (P <
0.01) ; ***: Tres hautement significatif (P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value

Nb. de pousses 3 18,402 <0.0001***
Clone

Longueur des pousses (cm) | 3 | 49,124 | <0.0001***

Nb. de pousses 2 | 04,322 | <0.0001***

Type d’auxine
Longueur des pousses (cm) | 2 | 20,394 | <0.0001***

Nb. de pousses 3 | 570,26 | <0.0001***
Concentration

Longueur des pousses (cm) | 3 | 1106,9 | <0.0001***

Nb. de pousses 6 00,518 0,795"

Clone x Type d’auxine
Longueur des pousses (cm) | 6 | 12,343 | <0.0001***

Nb. de pousses 9 | 02,182 | <0.0001***

Clone x Concentration
Longueur des pousses (cm) | 9 | 10,447 | <0.0001***

Type d’auxine x Nb. de pousses 6 | 06,745 0,021*

Concentration

Longueur des pousses (cm) | 6 | 51,128 | <0.0001***

Clone x Type d’auxine x Nb. de pousses 18 | 00,164 1,000™

Concentration

Longueur des pousses (cm) | 18 | 05,795 | <0.0001***
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11.1.2. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur le nombre et

la longueur des racines

Le type d’auxine, la concentration d’auxine et le clone ont eu des effets tres hautement
significatifs (P<0,001) sur le nombre et la longueur des racines des boutures d'Arganier.
L'interaction double et triple entre les trois facteurs étudiés ont également influencé (P<0,05) le
nombre et la longueur des racines. Toutefois, aucune interaction entre les trois facteurs étudies
n’est observée sur la longueur des racines (tableau 11). La formation des racines et leur
ramification ont été plus élevées chez les boutures traitées avec I’ AIB et I’ANA. En effet, pour
ces deux types d’auxine, 1I’émission des racines n’a commencé qu’a partir de la concentration
1000 mg.I* et a atteint une valeur maximale & 3000 mg.I. Cependant, dés que la concentration
dépasse 3000 mg.l, le nombre et la longueur des racines commencent a diminuer
progressivement (figure 63). D’apres la figure 64, le nombre maximal de racines (41) et la
longueur des racines la plus élevée (22,94 cm) ont été obtenus chez les boutures du clone
ASOCI traitées avec 3000 mg.It d’AIB. Selon les résultats, le traitement des boutures a I’AIB
a considérablement favorisé le nombre et la longueur des racines par rapport a I’ANA et I’AIA.
Les clones ASOC2 et ASOC3 ont révélé une capacité d’enracinement relativement moins
importante que les clones ASOC1 et ASOC4. Concernant le nombre et la longueur des racines,
les boutures du témoin et celles traitées & 1000 mg.I™t d’ AIA ont été les plus défavorables (figure
64).
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Figure 63. Effets du type d’auxine et de la concentration d’auxine sur la multiplication par
bouturage de [’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels). A: Boutures semi ligneuses de
[’arganier ; B : Boutures semi-ligneuses traitées avec quatre concentrations d’AIA ; C:
Boutures semi-ligneuses traitées avec quatre concentrations d’ANA ; D : Boutures semi-
ligneuses traitées avec quatre concentrations d’AIB (12 semaines) ; E : Taux d’enracinement
élevé des boutures semi-ligneuses feuillues traitées avec 3000 mg.I"t AIB (48 semaines) ; F :
Jeunes plants d’arganier obtenus a partir de boutures transplantées dans des pots en
polyéthylene sous des conditions de serre sans brouillard (3 ans). Barres d’échelle : 10 mm.
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Figure 64. Effets du génotype (ASOC1, ASOC2, ASOC3 et ASOC4), du type d’auxine (AIA, ANA et AIB) et de la concentration d’auxine (0, 1000,
3000, 5000 mg.I") sur le nombre de racines et la longueur de racines (cm) des boutures d'arganier. Au sein de chaque traitement, les valeurs
moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne +
erreur standard de la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 11. Analyse de la variance (ANOVA) des effets du clone (ASOC1, ASOC2, ASOC3 et
ASOCH4), du type d’auxine (AIA, ANA et AIB), de la concentration d’auxine (0, 1000, 3000,
5000 mg.I) et de leurs interactions sur le nombre de racines et la longueur des racines (cm)
des boutures semi-ligneuses d’arganier. ddl : degré de liberté ; F-value : loi de Fisher-
Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification P<0,05 ; n =32 ; x : interaction entre les
facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *: Significatif (P < 0.05) ; **: Tres significatif (P <
0.01) ; ***: Tres hautement significatif (P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value

Nb. de racines 3 | 454,22 <0.0001***

Clone
Longueur des racines (cm) 3 | 151,66 <0.0001***

Nb. de racines 2 | 1263,3 <0.0001***

Type d’auxine
Longueur des racines (cm) 2 | 457,84 <0.0001***

i *kk
Concentration Nb. de racines 3 | 55253 <0.0001

Longueur des racines (cm) 3 | 1664,1 <0.0001***

Clone x Nb. de racines 6 61,486 <0.0001***

Type d’auxine

Longueur des racines (cm) 6 | 24,988 <0.0001***

Nb. de racines 9 93,402 <0.0001***
Clone x Concentration

Longueur des racines (cm) 9 | 28,998 0,003**

.. Nb. de racines 6 | 1356,7 <0.0001***

Type d’auxine X
COTEEELN Longueur des racines (cm) | 6 | 380,18 |  0,002%*
Clone x Nb. de racines 18 | 57,646 | <0.0001***
Type d’auxine X
Concentration Longueur des racines (cm) | 18 | 14,281 0,247"

11.1.3. Effets du type d’auxine, de la concentration d’auxine et du clone sur le taux de

débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite du bouturage.

D’aprés le tableau 12, le taux de débourrement, d'enracinement et de réussite du bouturage de
I’arganier ont été influencés significativement (P<0,05) par le clone a partir duquel les boutures
ont été prélevées ainsi que par le type et la concentration d'auxine appliqués. Concernant

I’interaction entre le clone, le type et la concentration d'auxine, les effets de toutes les
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interactions ont été significatives (P<0,05) sur le pourcentage de débourrement, d'enracinement
et de réussite des boutures. Toutefois, 1’interaction entre le clone et le type d’auxine n’a pas eu
un effet significatif sur le taux de réussite du bouturage (tableau 12). Par ailleurs, les résultats
présentés dans la figure 65 indiquent que I'application de I’AIB, ’ANA et I'AIA a augment¢ le
pourcentage de débourrement, d'enracinement et de réussite par rapport au témoin. En
distinguant les quatre clones étudiés, comme le montre les histogrammes de la figure 65, on
constate que les boutures du clone ASOCI traitées a une concentration de 3000 mg.I* d’AIB
ont montré le pourcentage de débourrement le plus élevé (81,75%). Par contre, lorsque les
concentrations d’AIB dépassent cette concentration, le pourcentage de débourrement
commence a diminuer rapidement chez les quatre clones étudiés. Pour les boutures traitées avec
I’ANA, le pourcentage de débourrement le plus important (71,5%) a été enregistré chez les
boutures du clone ASOC1 pour une concentration de 1000 mg.I"%. Cependant, le traitement des
boutures avec I’AIA a été moins efficace sur le pourcentage de débourrement par rapport a
I’AIB ou I’ANA. Le taux de débourrement le plus élevé (63,25%) a été enregistré chez les
boutures du clone ASOC 1 traitées 8 5000 mg.I" d’ AIA. Concernant la rhizogenése, les résultats
obtenus indiquent que les boutures du clone ASOCI traitées a 3000 mg.It d’AIB ont montré le
meilleur taux d'enracinement (60,75%). Pour les boutures traitées avec I’ANA, le pourcentage
d’enracinement le plus important (46,5%) a été observé chez les boutures du clone ASOC1
traitées a 1000 mg.I"t d’ANA. Les résultats ont révélé également que les traitements des
boutures avec I’AIA ont donné le pourcentage d’enracinement le plus faible et que 1’apport
d’AIA doit étre supérieur ou égale a 3000 mg.I"* pour induire 1’enracinement des boutures
d’arganier. En effet, les boutures du clone ASOC 1 ont présenté le taux d’enracinement le plus
important (27,75%) avec une forte concentration de 5000 mg.I"t d’AIA. En ce qui concerne
I’effet d’AIB, on remarque que les boutures du clone ASOC 1 traitées avec 3000 mg.I"t d’AIB
ont donné le meilleur pourcentage de réussite (96,25%). Parmi les différentes concentrations
d’ANA utilisées, les meilleurs pourcentages de réussite (94,5%) ont ét€¢ obtenus chez les
boutures du clone ASOC1 traitées avec 1000 mg.I* d’ANA. Toutefois, pour les traitements par
I’AIA, il semble que le taux de réussite augmente significativement en fonction de
I’augmentation de la concentration. En effet, le pourcentage le plus important (94%) a été
enregistré chez les boutures du clone ASOC 1 traitées avec 5000 mg.I"t d’AIA. En absence
d’auxine, aucun résultat n’a été observé pour le nombre ou la longueur des racines chez tous

les clones confondus (figure 65).
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Figure 65. Effets du génotype (ASOC1, ASOC2, ASOC3 et ASOC4), du type d’auxine (AIA, ANA et AIB), de la concentration d’auxine (0, 1000,
3000, 5000 mg.I"Y) sur le taux de débourrement, taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures d'arganier. Au sein de chaque traitement,
les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la
moyenne = erreur standard de la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 12. Analyse de la variance (ANOVA) des effets du clone (ASOC1, ASOC2, ASOC3 et
ASOC4), du type d’auxine (AIA, ANA et AIB), de la concentration d’auxine (0, 1000, 3000, 5000
mg.I") et de leurs interactions sur le taux de débourrement, taux d’enracinement et le taux de
réussite des boutures semi-ligneuses de [’arganier. ddl : degré de liberté ; F-value : loi de Fisher-
Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification P<0,05 ; n = 32 ; x : interaction entre les
facteurs ; ns : non significatif (P > 0,05) ; * : Significatif (P < 0.05) ; ** : Tres significatif (P <
0.01) ; *** : Tres hautement significatif (P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value

Taux de débourrement (%) | 3 | 343,16 | <0.0001***

Clone Taux d’enracinement (%) 3 | 109,75 | <0.0001***

Taux de réussite (%) 3 | 57,644 | <0.0001***

Taux de débourrement (%) | 2 | 65,203 | <0.0001***

Type d’auxine Taux d’enracinement (%) 2 | 861,05 | <0.0001***

Taux de réussite (%) 2 | 11255 | <0.0001***

Taux de débourrement (%) | 3 | 4638,9 | <0.0001***

Concentration Taux d’enracinement (%) 3 | 2830,6 | <0.0001***

Taux de réussite (%) 3 | 82453 | <0.0001***

Taux de débourrement (%) | 6 | 08,366 | <0.0001***

Clone x Type d’auxine Taux d’enracinement (%) 6 | 25417 | <0.0001***

Taux de réussite (%) 6 01,374 0,229"

Taux de débourrement (%) | 9 | 40,442 | <0.0001***

Clone x Concentration Taux d’enracinement (%) 9 | 13,623 | <0.0001***

Taux de réussite (%) 9 | 07,744 | <0.0001***

Taux de débourrement (%) | 6 | 285,92 | <0.0001***

Type d’auxine x Concentration | Taux d’enracinement (%) 6 | 407,35 | <0.0001***

Taux de réussite (%) 6 | 1036,2 | <0.0001***

Taux de débourrement (%) | 18 | 03,681 | <0.0001***

Clone x Type d’auxine x

. Taux d’enracinement (%) 18 | 4,7153 | <0.0001***
Concentration

Taux de réussite (%) 18 | 01,692 0,047*
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11.2. Discussion

Les résultats de la présente étude indiquent que le comportement des différents clones étudies
apparait globalement hétérogéne avec une grande variabilit¢ en termes de débourrement,
d'enracinement et de réussite. Nos résultats concordent avec ceux obtenus par Nouaim et al. (2002)
qui ont rapporté que I'enracinement des boutures d'Argania spinosa s'est avéreé difficile et fortement
dépendant du clone. Selon Prat et al., (1998), la variation significative entre les clones pourrait étre
due a une variation génétique considérable. Ainsi, il est possible qu'une partie de la variation de la
réponse racinaire résulte des différences d'age ou d’états physiologiques des pieds meres. Il a
également été signalé que la période de prélevement des boutures pourrait également affecter le
potentiel d'enracinement adventif. Par ailleurs, la différence observée entre les réponses des clones
relativement aux différentes concentrations d'auxine utilisées pourrait étre liée a des différences
dans la quantité d’hormone endogene et aux co-promoteurs racinaires des tissus de la plante mére
au moment de la séparation (Hartmann et al., 2002). La diminution de la capacité d'enracinement
pourrait étre attribuée a une faible sensibilité des tissus a lI'auxine ou a une accumulation de
métabolites secondaires, provoquant I'oxydation et I'inactivation des enzymes et des
phytohormones qui inhibent les potentialités de régénération des tissus (Husen et Pal, 2007a). Des
résultats similaires ont été rapportées par Mabizela et al. (2017) qui ont conclu que les clones
étudiés ont présenté des différences significatives dans 1’activité rhizogéne du Cyclopia subternata.
En autre, d’apres nos résultats obtenus, la capacité de débourrement, d'enracinement et de réussite
des boutures d'Argania spinosa ont été significativement (P<0,05) plus élevés chez les boutures
traitées avec des auxines exogenes. En effet, I’application d'auxine exogene présente une
amélioration du potentiel d'enracinement adventif ainsi qu'une croissance rapide des boutures pour
différentes especes vegetales (Gehlot et al., 2014). L'effet de l'auxine sur la croissance et le
développement des racines adventives peut s'expliquer par son réle dans la promotion de la
cicatrisation des plaies par l'inhibition de 'activité d’AIA™ oxydase et I'activation du systeme de
défense enzymatique antioxydant, qui aide a restaurer I'équilibre redox et a protéger les tissus des
dommages oxydatifs, en particulier pendant les phases d'initiation et d'expression racinaires (Rout,
2006). Lors du contact avec les cellules des extrémités basales, le pool d'auxine peut avoir un effet
indirect en favorisant 1’hydrolyse enzymatique de l'amidon et en augmentant la vitesse de
translocation des glucides vers la base des boutures (Aminah et al., 1995). Ainsi, il fournit a la
bouture I'énergie nécessaire pour accélérer la differenciation cellulaire du primordium racinaire, la
croissance et le développement via la division cellulaire et I'elongation (Husen, 2008). L'auxine

pourrait également agir par protéolyse sélective di a un relachement de la paroi cellulaire via les
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protéines réceptrices ABP1 (Auxin-Binding Protein 1) et TIR1 (transport inhibitor response 1)
(Schopfer, 2001). D’apres les résultats obtenus, les boutures d’arganier irriguées avec de 1'eau
distillée et sans régulateurs de croissance n‘ont montré aucune réponse en termes de débourrement
et d'enracinement. Par ailleurs, il a été démontré que I'application d'AlIB est plus efficace que
’ANA et I’AIA. En effet, la concentration de 3000 mg.I"* d'AIB a eu I’effet le plus efficace sur le
débourrement, I'enracinement et la réussite du bouturage de pour tous les clones étudiés. Cette
efficacité de I’ AIB dans I’induction des racines adventives peut étre expliquée par sa forte stabilité
chimique contre le catabolisme et I'inactivation par conjugaison, sa non toxicité sur une large
gamme de concentrations, sa faible mobilité et sa longue disponibilité dans les tissus du végeétal
(Hartmann et al., 2002). Cependant, pour les boutures traitées avec I’AIA, 1’augmentation de la
concentration stimule la production d'éthylene dans les tissus du végétal, ce qui provoque
I’inhibition de I'induction et de la croissance des racines (Mulkey et al., 1982). Dans ce sens, Kesari
et al. (2009) ont montré que 1’enracinement adventif des boutures de Pongamia pinnata traitées
avec I’ATA est relativement plus faible par rapport au traitement avec 1I’AIB. La différence en
termes de débourrement et d'enracinement entre I'AIB et I’ANA peut étre expliquée par le fait que
I’ANA est tres stable et plus persistante que les autres auxines et reste présent dans le tissu sous sa
forme libre (Dunlap et al., 1986). En effet, ’ANA diminue la mobilisation et la translocation des
nutriments vers le primordium racinaire et bloque la croissance des racines (Husen et Pal, 2006).
Pour la plupart des espéces, la réponse a l'auxine est dépendante de sa concentration et les tissus
réagissent d’une maniére différente en fonction de la concentration d’auxine exogéne. Selon nos
résultats, I’enracinement adventif des boutures semi-ligneuses d’arganier a été trés faible pour des
concentrations d’AIB inférieures a 1000 mg.I"t et a augmenté progressivement a partir de 1000
jusqu’a 3000 mg.It. Cependant, le nombre et la longueur des racines ont diminué quand la
concentration dépasse 3000 mg L™2. Conformément a ces résultats, Akakpo et al. (2014) ont montré
que le taux d'enracinement des boutures de Vitellaria paradoxa a diminué avec des concentrations
d'AIB dépassant 3000 mg.It. Cet effet confirme également les conclusions de Hartmann et al.
(2002) qui ont démontré qu’une faible concentration d'AIB peut engendrer une diminution du taux
d'enracinement et que des concentrations plus élevées que celles normalement présentes dans les
tissus végétaux peuvent étre inhibitrices, phytotoxiques ou méme provoquer la mort cellulaire. Les
résultats de cette étude sont en concordance avec des études précédentes qui ont indiqué que les
concentrations optimales d'AIB pour I’enracinement adventif varient selon les espéces. A titre
d’exemple, Singh et Rawat (2017) ont montré que les boutures semi-ligneuses de Zanthoxylum
armatum traitées avec 3000 mg.I* AIB donnent les taux de débourrement et d’enracinement les

plus élevés. En outre, Tsipouridis et al. (2003) ont observé un taux d'enracinement maximal chez
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les boutures du Prunus persica traitées avec 2000 mg.I* d’AIB. Husen (2008) a rapporté que des
boutures de Dalbergia sissoo traitées également avec 2000 mg.It d’AIB ont développé un systéme
racinaire plus développé. Par ailleurs, pour Aesculus indica, le taux d'enracinement le plus élevé a
été enregistré chez les boutures traitées avec 4000 mg.It d'AIB (Majeed et al., 2009). Ainsi, le
pourcentage d'enracinement maximal de Tectona grandis a été obtenu avec 4000 mg.I"t d’AIB par
rapport aux autres traitements (Husen et Pal, 2007a). Cependant, pour les boutures de Pongamia
pinnata, la concentration de 1000 mg.I"t d'AIB s'est avérée la concentration la plus efficace pour le

nombre de racines, la longueur des racines et le pourcentage d'enracinement (Kesari et al., 2009).
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I11. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prélévement de

boutures sur la multiplication par bouturage de I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels).
I11.1. Résultats

111..1.1. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prélévement de

boutures sur le nombre et la longueur des pousses

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré des effets significatifs (P<0,05) du type de bouture,
de la position de prélevement des boutures et de leurs interactions sur le nombre de pousses et la
longueur des pousses. Cependant, I’analyse de la variance a révélé I’absence d’effet de la solution
nutritive et de I’interaction entre les 3 facteurs étudiés sur le nombre et la longueur des pousses des
boutures de I’arganier (tableau 13). Les histogrammes de la figure 66 montrent les valeurs du
nombre de pousses et de la longueur de pousses selon la solution nutritive, le type de bouture et la
position de prélevement de boutures. Inversement aux boutures ligneuses qui n’ont pas formé de
pousses, les boutures semi-ligneuses et les boutures herbacées ont donné respectivement les plus
grands nombres de pousses. Ainsi, les boutures prélevées de la position médiane et de la position
basale ont produit les plus grands nombres de pousses par rapport aux boutures de la position
apicale qui n’ont pas donné de pousses. L’analyse de la variance a révélé que les boutures semi-
ligneuses prélevées de la position médiane et traitées avec la solution nutritive QL ont produit le
nombre maximal de pousses (01,81 + 0,13), suivis de la solution nutritive WPM (01 .75 £ 0,09)
puis les boutures semi-ligneuses de la position médiane traitées avec les solutions HA et MS (01,31
+0,11 et 01,13 £ 0,05). Les résultats de la figure 66 ont révélé également que les pousses les plus
longues ont été enregistrées chez les boutures semi-ligneuses prélevées de la position médiane et
traitées avec les solutions nutritives QL (16,88 + 0,6 cm) et WPM (16,13 £+ 0,66 cm). Les boutures
herbacées prélevées de la position basale et traitées avec la solution nutritive MS ont donné les
pousses les plus courtes. Ainsi, les boutures traitées avec la solution WPM ont donné des pousses

trés minces et les boutures traitées avec la MS ont développé des nécroses apicales.
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Figure 66. Effets de la solution nutritive (Hoagland et Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL), Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium
(WPM)), du type de bouture (herbacées, semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de prélévement de boutures (apicale, médiane et basale)
sur le nombre de pousses et la longueur de pousses (cm) des boutures de l’arganier. Au sein de chaque traitement, les valeurs moyennes suivies
de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne + erreur standard de

la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 13. Analyse de la variance (ANOVA) des effets de la solution nutritive (Hoagland et
Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL), Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium
(WPM)), du type de bouture (herbacées, semi-ligneuses et ligneuses), de la position de
prélévement de boutures (apicale, médiane et basale) et de leurs interactions sur le nombre de
nombre et la longueur des pousses des boutures de [’arganier. ddl : degré de liberté ; F-value :
loi de Fisher-Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification P<0,05; n = 32; x:
interaction entre les facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *: Significatif (P < 0.05) ; **:
Tres significatif (P < 0.01) ; ***: Tres hautement significatif (P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value

Nb. de pousses 2 0652.9 | <0.0001***

Type de bouture
Longueur de pousse (cm) | 2 1235.1 | <0.0001***

Position de prélévement de Nb. de pousses 2 0509.9 | <0.0001

boutures

Longueur de pousse (cm) | 2 0922.0 | <0.0001***

Nb. de pousses 3 02.308 0.075™

Solution nutritive
Longueur de pousse (cm) | 3 08.121 | <0.0001***

Type de bouture x Position Nb. de pousses 4 293.74 | <0.0001

de prélevement de boutures

Longueur de pousse (cm) | 4 500.60 | <0.0001***

**%k
Type de bouture x Nb. de pousses 6 00.886 | <0.0001

Nutrient solution

Longueur de pousse (cm) | 6 03.944 | <0.0001***

ns
Cutting position x Nb. de pousses 6 00.635 0.703
Sl 0% Longueur de pousse (cm) | 6 02.225 0.039
Type de bouture x Position | Nb. de pousses 12 | 01.346 0.188™
de prélévement de boutures
x Solution nutritive Longueur de pousse (cm) | 12 | 01.364 0.179™
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111.1.2. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prélévement

de boutures sur le nombre et la longueur des racines

L’analyse de la variance a révélé des effets tres significatifs (P<0,01) de la solution nutritive,
du type de bouture, de la position de prélevement de boutures et de leurs interactions sur le
nombre de racines et la longueur des racines. Cependant, I’interaction triple entre les trois
facteurs étudiés semble ne pas avoir d’effets significatifs sur la longueur des racines (tableau
14). Les résultats concernant 1’effet de la solution nutritive, du type de bouture et de la position
de préléevement de boutures sur le nombre de racines et la longueur des racines sont présentés
sur les figures 67 et 68. Le plus grand nombre de racines a été enregistre chez les boutures semi-
ligneuses, suivies de boutures herbacées, alors que les boutures ligneuses n’ont pas réussi a
développer des racines. Par ailleurs, les boutures prélevées de la position basale ont révélé le
plus grand nombre de racines, suivies des boutures de la position médiane. Cependant, les
boutures de la position apicale n’ont pas donné de racines. Le nombre le plus élevé de racines
a été enregistré chez les boutures semi-ligneuses prélevées de la position basale et traitées avec
la solution nutritive HA (44,63 £ 0,69) et QL (40,63 £ 0,88). Toutefois, le nombre de racines le
plus faible a été enregistré chez les boutures herbacées prélevées de la position basale et traitées
avec la solution nutritive de MS et WPM (31,06 + 0,89 et 32,88 + 0,82) respectivement. D’apres
la figure 68, on observe que la longueur des racines des boutures semi-ligneuses est plus élevée
que celle des boutures herbacées, alors que les boutures ligneuses n’ont pas donné de racines.
De plus, les boutures de la position basale ont présenté la longueur de racine la plus élevée,
suivies des boutures de la position médiane. Cependant, les boutures de la position apicale n’ont
pas donné de racines. D’aprés ces résultats, on constate donc que les boutures semi-ligneuses
prélevées de la position basale et traitées avec les solutions nutritives de HA et de QL ont
produit les racines les plus longues (28,86 + 0,75 cm et 26,19 + 0,68 cm respectivement).
Cependant, les boutures herbacées prélevées de la position basale et traitées avec la solution

nutritive de MS ont produit les longueurs les plus faibles (22,00 + 0,84 cm) (figure 68).
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Figure 67. Effets de la solution nutritive sur la multiplication par bouturage de l’arganier
(Argania spinosa (L.) Skeels). A : Boutures semi ligneuses basales de [’arganier. B : Boutures
semi-ligneuses traitées avec la solution nutritive MS (12 semaines). C : Boutures semi-
ligneuses traitées avec la solution nutritive WPM. D : Boutures semi-ligneuses traitées avec
la solution nutritive QL. E : Boutures semi-ligneuses traitées avec la solution nutritive HA.
F : Plantules de I’arganier avec un systéeme racinaire mature bien développé traitées avec la
solution nutritive HA (72 semaines). Barres d’échelle : 10 mm.
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Figure 68. Effets de la solution nutritive (Hoagland et Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL), Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium
(WPM)), du type de bouture (herbacées, semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de prélévement de boutures (apicale, médiane et basale)
sur le nombre de racines et de la longueur de racines (cm) des boutures de [’arganier. Au sein de chaque traitement, les valeurs moyennes suivies
de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne + erreur standard de
la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 14. Analyse de la variance (ANOVA) des effets de la solution nutritive (Hoagland et
Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL), Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium
(WPM)), du type de bouture (herbacées, semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de
prélévement de boutures (apicale, médiane et basale) et de leurs interactions sur le nombre de
racines et de la longueur des racines (cm) des boutures de l’arganier (Agrania spinosa). ddl :
degré de liberté ; F-value : loi de Fisher-Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification
P<0,05; n = 32; x : interaction entre les facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *:
Significatif (P < 0.05) ; **: Tres significatif (P < 0.01) ; ***: Tres hautement significatif
(P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value

Nb. de racines 2 6186.0 <0.0001***

Type de bouture
Longueur des racines (cm) 2 | 27324 | <0.0001***

Position de prélévement Nb. de racines 2 5605.3 <0.0001***

de boutures

Longueur des racines (cm) 2 | 2582.0 <0.0001***

Nb. de racines 3 | 08,504 | <0.0001***
Solution nutritive

Longueur des racines (cm) 3 | 08.503 <0.0001***

Type de bouture x Nb. de racines 4 | 2657.2 | <0.0001%**

Position de prélévement

de boutures Longueur des racines (cm) 4 | 12313 <0.0001***
Nb. de racines 6 06.727 <0.0001***

Type de bouture x
Nutrient solution

Longueur des racines (cm) 6 | 03.337 <0.0001***

Cutting position x Nb. de racines 6 | 10.824 | <0.0001***
Solution nutritive Longueur des racines (cm) | 6 | 03.501 |  0.002%*
Type de bouture x Nb. de racines 12 | 03.852 | <0.0001%**
Position de préléevement
de boutures x ,

Longueur des racines (cm) 12 | 01.246 0.247™

Solution nutritive
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111.1.3. Effets de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de prélevement
de boutures sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite du

bouturage.

L’analyse de la variance a révélé des effets tres significatifs (P<0,01) de la solution nutritive,
du type de bouture, de la position de prélevement des boutures et toutes les interactions sauf
I’effet de ’interaction entre les trois facteurs étudiés sur la longueur des racines (tableau 15).
Les résultats concernant 1’effet de la solution nutritive, du type de bouture et de la position de
prélévement de boutures sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de
réussite sont présentés sur la figure 69. L’influence du type de boutures sur le débourrement a
clairement été mise en évidence. Le taux de débourrement maximal a été enregistré chez les
boutures semi-ligneuses suivies des boutures herbacées, alors que les boutures ligneuses n’ont
pas réussi a produire de pousses. Par ailleurs, les boutures prélevées de la position médiane ont
révelé le meilleur taux de débourrement, suivies des boutures de la position basale. Le taux de
débourrement le plus éleve a éte enregistré chez les boutures semi-ligneuses prélevées de la
position médiane et traitées avec la solution nutritive de QL (85,69 + 01,07%). Toutefois, le
taux de débourrement le plus faible a été enregistré chez les boutures herbacées prélevées de la
position basale et traitées avec la solution nutritive de MS (64,59 £ 1,70%). D’aprés la figure
69, on observe que le taux d’enracinement des boutures semi-ligneuses est plus élevé que les
boutures herbacées, alors que les boutures ligneuses n’ont pas donné de racine. Le succes de
I’enracinement varie également en fonction de la position de prélévement des boutures sur les
pieds meéres. En effet, on constate une baisse du taux d’enracinement en passant de la position
basale a la position apicale qui ne donne pas de racines. Les boutures semi-ligneuses prélevées
de la position basale et traitées avec les solutions nutritives de HA et de QL ont produit
respectivement les taux d’enracinement les plus élevés (63,81 + 1,89% et 58,59 + 1,37%).
Cependant, les boutures herbacées prélevées de la position basale et traitées avec la solution
nutritive de MS ont produit le taux d’enracinement le plus faible (46,09 + 0,68%). L'examen de
la figure 69, montre que les boutures semi-ligneuses et les boutures herbacées ont présenté les
taux de réussite les plus importants par rapport aux boutures herbacées qui ont présenté un taux
de mortalité de 100%. Le taux de réussite des boutures enracinées a augmenté de maniére
significative en passant de la position apicale a la position basale. En effet, les boutures
prélevées de la position basale et de la position médiane ont donne les taux de réussite les plus
élevés par rapport aux boutures de la position apicale qui n’ont pas réussi a survivre. Les

boutures semi-ligneuses prélevées de la position basale et traitées avec les solutions nutritives

159



Troisiéme partie : Résultats et discussion

de HA et de QL ont donné respectivement les taux de réussite les plus élevés (96,09 + 0,29%
et 93,75 £ 0,39%). Cependant, les boutures herbacées prélevées de la position basale et traitées
avec la solution nutritive de MS ont présente le taux de réussite le plus faible (48,44 + 1,17).
Ainsi, les boutures herbacées traitées avec la solution nutritive de MS ont présenté une

croissance ralentie et des symptomes de nécrose apicale.
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Figure 69. Effets de la solution nutritive (Hoagland et Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL), Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium
(WPM)), du type de bouture (herbacées, semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de prélevement de boutures (apicale, médiane et basale)
sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures d'arganier. Au sein de chaque traitement, les valeurs
moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne +
erreur standard de la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 15. Analyse de la variance (ANOVA) des effets de la solution nutritive (Hoagland et
Arnon (HA), Quoirin et Lepoivre (QL), Murashige et Skoog (MS), et Woody Plant Medium
(WPM)), du type de bouture (herbacées, semi-ligneuses et ligneuses) et de la position de
prelevement de boutures (apicale, médiane et basale) et de leurs interactions sur le taux de
débourrement, taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures de [’arganier (Agrania
spinosa). ddl : degré de liberté ; F-value : loi de Fisher-Snedecor ; P-value : niveau ou seuil
de signification P<0,05 ; n = 32 ; x : interaction entre les facteurs ; ns: non significatif (P >
0,05) ; *: Significatif (P < 0.05) ; **: Trés significatif (P < 0.01) ; ***: Trés hautement
significatif (P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value
Taux de débourrement (%) | 2 2254.1 | <0.0001***
Type de bouture Taux d’enracinement (%) 2 | 0733.9 | <0.0001***
Taux de réussite (%) 2 2264.3 | <0.0001***
Taux de débourrement (%) | 2 1954.2 | <0.0001***
Position de prelevementde [ penracinement (%) | 2 | 0708.0 | <0.0001%**
boutures
Taux de réussite (%) 2 2058.4 | <0.0001***
Taux de débourrement (%) | 3 03.326 0.022*
Solution nutritive Taux d’enracinement (%) 3 | 04.601 0.005**
Taux de réussite (%) 3 | 55.811 | <0.0001***
Taux de débourrement (%) | 4 1016.6 | <0.0001***
Type de bouture x
Position de prélevement de | Taux d’enracinement (%) 4 | 334.35 | <0.0001***
boutures
Taux de réussite (%) 4 1016.4 | <0.0001***
Taux de débourrement (%) | 6 | 00.901 0.497"™
Type de bouture x Taux d’enracinement (%) | 6 | 01625 | 0.147™
Solution nutritive
Taux de réussite (%) 6 40.354 | <0.0001***
. is Taux de débourrement (%) | 6 | 01.353 0.240™
Position de prélévement de
boutures x Solution Taux d’enracinement (%) 6 | 01.625 0.147™
nutritive
Taux de réussite (%) 6 | 15.689 | <0.0001***
Type de bouture x Taux de débourrement (%) | 12 | 00.849 0.601"
Position de prélevement Taux d’enracinement (%) | 12 | 00.746 0.703™
de boutures x
Solution nutritive Taux de réussite (%) 12 | 10.690 | <0.0001***
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I11.2. Discussion

Les résultats obtenus lors de la présente étude révelent des effets significatifs (P<0,05) du type
de bouture sur le débourrement, I’enracinement et la réussite du bouturage d’Argania spinosa.
En effet, d’aprées Nouaim et al., 2002, les meilleurs pourcentages de débourrement,
d’enracinement et de réussite ont été enregistrés chez les boutures semi-ligneuses suivies des
boutures herbacées, alors que le débourrement et I’enracinement des boutures ligneuses se sont
avéres difficiles, ce qui concorde avec les résultats de notre étude. 1l en est de méme pour ceux
obtenus par Antwi-Boasiako et Enninful (2011) qui ont rapporté que le débourrement des
boutures semi-ligneuses de Moringa oleifera ont produit un nombre de pousses et une longueur
de pousses plus importants que les boutures herbacées. De plus Okunlola (2013) a montré que
les boutures semi-ligneuses de Duranta repens présentent un meilleur enracinement que les
boutures herbacées avec un plus grand nombre de racines, une longueur de racine plus
importante et un taux d’enracinement plus élevé. Des résultats similaires ont été rapportés par
Abdullateef et Osman (2012), affirmant que le nombre de racines a été plus élevé chez les
boutures semi-ligneuses que chez les boutures herbacées de la Stevia rebaudiana. Les boutures
semi-ligneuses sont généralement considérées comme faciles a multiplier a cause de leur faible
production en métabolites secondaires par rapport aux boutures ligneuses et herbacées
(Hartmann et al., 1997). En effet, I’augmentation du taux d’enracinement des boutures semi-
ligneuses serait due a leur degreé de lignification, ce qui augmente leur capacité a résister a des
conditions seches ou autres conditions défavorables. Par ailleurs, la présence de feuilles sur les
boutures semi-ligneuses a influencé le débourrement et 1’enracinement en raison de leur
capacité de produire des auxines et des glucides (Hartmann et al., 1990). Cependant, la
récalcitrance des boutures ligneuses au débourrement et a I’enracinement peut s’expliquer par
I’absence de feuilles, ce qui inhibe leur activité photosynthétique au début de la multiplication
et engendre une diminution de leurs réserves. Ce manque de débourrement et d’enracinement
des boutures ligneuses pourrait €¢galement étre prononcé par 1’apparition précoce de feuilles qui
conduit a I’épuisement totale des ressources avant I’enracinement (Antwi-Boasiako et Enninful,
2011). Cependant, I’enracinement difficile des boutures herbacées peut étre di a leur
dessechement rapide, leur fragilité et leur contamination par diverses maladies fongiques
(Longman, 1993). Compte tenu des résultats ci-dessus, la capacité de débourrement,
d'enracinement et de réussite des boutures d'Argania spinosa a été également significativement
(P <0,05) influencée par la position de prélevement des boutures. En effet, I’analyse de la

variance a révélé que le nombre de racines, la longueur des racines, le taux d’enracinement et

163



Troisiéme partie : Résultats et discussion

le taux de réussite les plus elevés ont été observés chez les boutures prélevées de la position
basale, suivies de celles prises a partir de la position médiane. Cependant, les boutures prélevees
a partir de la position apicale n’ont pas formé de racines. Ces résultats sont conformes avec les
résultats obtenus précédemment chez d’autres espéces ligneuses telles que Azadirachta indica
(Palanisamy et Kumar, 1997), Dalbergia sissoo (Husen, 2004), Ulmus villosa (Bhardwaj et
Mishra, 2005) et Tectona grandis (Husen et Pal, 2007b), Dalbergia melanoxylon (Amri et al.,
2010), Pterocarpus santalinoides (Ky-Dembele et al., 2016) et Rosa hybrida (Otiende et al.,
2017). La diminution de la capacité d’enracinement des boutures en passant de la position
basale a la position apicale peut étre associee a certains facteurs environnementaux tels que
I’intensité lumineuse, photopériode, thermopériode... ou par des changements dans le degré de
lignification et le diametre des boutures le long de la tige (Hartmann et al., 1997). Il existe
également des facteurs anatomiques et physiologiques qui peuvent influencer la performance
des boutures de différentes positions de la tige tels que la structure du bois des vaisseaux
conducteurs du xyléme, le potentiel hydrique, 1’age des feuilles et la distribution des stomates
(Hartmann et Kester, 1990). Ces facteurs pourraient influencer la distribution des éléments
minéraux disponibles, des régulateurs de croissance endogénes et des glucides dans les boutures
prélevées (Leakey et Coutts, 1989). Leakey (1983) a déclaré que le faible taux d’enracinement
des boutures apicales serait dd a une sensibilité accrue au stress hydrique chez les jeunes
boutures. Ainsi, cela s’expliquerait soit par un effet inhibiteur des auxines produits lors de
I’initiation des racines (Smith et Wareing, 1972) soit par de faibles concentrations de glucides
dans la partie apicale (Palanisamy et Kumar, 1997). Notre étude a également montré qu'il existe
une différence significative entre les quatre solutions nutritives étudiées en termes de
débourrement, d'enracinement et de réussite. En effet, le nombre de pousses, la longueur des
pousses et le taux de débourrement les plus éleves ont été enregistrés chez les boutures semi-
ligneuses traitées avec les solutions QL et WPM successivement. Par ailleurs, le nombre de
racines, la longueur des racines, le taux d’enracinement et le taux de réussite les plus €élevés ont
été observés chez les boutures semi-ligneuses traitées avec les solutions nutritives HA et QL
successivement. Un certain nombre d’études ont souligné que 1’absorption des éléments
nutritifs est étroitement liée au débourrement et a I’enracinement des boutures. Blomstedt et al.
(1991) ont constaté que la prolifération des racines d’Eucalyptus regnans était plus importante
par utilisation des solutions HA ou WPM que par MS. Wang (1991) a observé un degré plus
élevé de formation de boutures de Prunus communis avec les solutions WPM et QL que la
solution MS. De plus, Abousalim et Mantell (1994) ont indiqué que la nécrose de la partie

apicale des pousses est un probleme fréquent et persistant dans les boutures de Pistacia vera
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apres traitement avec une solution standard de MS. Pérez-Tornero et Burgos (2000) ont attiré
’attention sur le fait que I’apport d’une solution WPM provoque des chloroses foliaires de
Prunus armeniaca. Les différences observées entre ces solutions nutritives pourraient
s’expliquer par leur concentration ionique totale. En effet, la solution HA a une concentration
ionique totale inférieure de 32% par rapport a la solution MS et 45% par rapport a la solution
WPM, alors que la solution QL est 73% inférieure a MS. En effet, les plantes qui ont été traitées
avec des solutions nutritives concentrées n’ont pas produit de systémes racinaires (poids,
volume et nombre de racine) bien développés, tandis que les plantes qui ont été traitées avec
des solutions nutritives diluées, leurs racines ont été bien développées et le rapport pondeéral
(racine/partie aérienne) augmente (Forde et Lorenzo, 2001). En effet, aprés le prélevement des
boutures du pieds mére, les tissus contiennent une concentration déterminée d’éléments
minéraux. Avant 1’émission des racines, ce stock d’éléments nutritifs de la bouture diminue
progressivement au fur et a mesure de I'avancement de la multiplication (Blazich et al., 1983).
Par conséquent, le faible taux d’enracinement et de réussite de la solution standard de MS peut
s’expliquer par sa teneur excessive en azote, tandis que la chlorose des feuilles de la solution
WPM pourrait étre due a sa faible teneur en azote. La solution MS comporte des concentrations
élevées en ammonium (20,6 mM) et en nitrates (39,4 mM), suivie des solutions QL et WPM (5
mM), alors que la solution HA contient la concentration en ammonium la plus faible (2 mM).
Ainsi, les macronutriments de la solution HA contiennent un rapport NOs/NH4" (7) beaucoup
plus élevé que les autres solutions nutritives, alors que la solution MS présente le rapport
NO3z /NH4" (1,9) le plus faible. Les niveaux élevés d’azote endogéne dans les boutures semblent
augmenter la croissance des pousses si le niveau d’azote dépasse 1’optimum pour I’initiation et
le développement du primordium racinaire (Brouwer, 1962). Par ailleurs, la diminution du
potentiel d’enracinement des boutures de 1’arganier en fonction de 1’augmentation de la
concentration de 1’azote de la solution MS serait attribuée a une diminution des processus
d’assimilation du carbone (Druege et al., 2000). Basu et Ghosh (1974) ont signalé que I’activité
des cofacteurs intervenant dans le processus d’enracinement était inversement liée a 1’apport
d’azote. Un rapport massique carbone sur azote (C/N) et un rapport phosphore/azote (P/N) forts
sont trés intéressants dans la mesure ou ils induisent une augmentation dans la concentration de
I’anthocyanine et 1’activité des cofacteurs racinaires dans les tissus des boutures. Nos résultats
ont indiqué également que les solutions nutritives MS et WPM ont provoqué des nécroses de
la partie apicale des pousses et ont produit les taux de réussite les plus faibles. Ceci est dd
également a une teneur légérement faible en calcium des solutions WPM et MS (3 mg) par

rapport a la solution HA (4 mg) et la solution QL (5 mg). En effet, le manque de disponibilité
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du calcium peut influencer I’enracinement car le flux endogéne de cet élément est mal
transporté et distribué a travers le phloeme (Eliasson, 1978). Ainsi, plusieurs chercheurs ont
démontré que le calcium peut étre impliqué dans la division cellulaire et le processus
d’allongement du primordium racinaire en agissant comme cofacteur dans les voies de
perception et de signalisation de 1’auxine lors de la formation des racines adventives (Lanteri

et al., 2006).
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IV. Effets du type de substrat, du diamétre des boutures et du nombre de feuilles sur la

multiplication par bouturage de ’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels).
IV.1. Résultats

IV.1.1. Effets du type de substrat, du diametre des boutures et du nombre de feuilles sur

le nombre et la longueur des pousses

D’aprés I’analyse de la variance (ANOVA), le type de substrat (sable fin, tourbe et sable
fin/tourbe) et le diametre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) ont montré des
effets significatifs (P<0,05) sur le nombre de pousses et la longueur des pousses, alors que le
nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et 8 feuilles) n’a pas d’effet significatif sur le nombre de
pousses et la longueur des pousses. Cependant, aucune interaction entre les trois facteurs étudiés
n’est observée (P > 0,05) sur le nombre de pousses et la longueur des pousses (tableau 17). Le
nombre de pousses a montré une augmentation progressive en fonction de I’augmentation du
diamétre des boutures (R = 0,56***). Une tendance similaire a également été observée pour la
longueur des pousses (R = 0,58***) (tableau 16).

Tableau 16. Régression linéaire simple entre le diametre des boutures et le nombre de pousses

ou de la longueur de pousses (cm) des boutures semi-ligneuses de [’arganier ; n = 32 ; *** .
Treés significatif (P<0.001).

Variable Variable Coefficient de Equation de
dépendante (Y) indépendante (X) corrélation (R) régression

Valeur P

Nombre de Diametre des 0.56 Y=059 X044 | 0,000%+
pousses boutures (cm)
Longueur des Diametre des 0.58 V=542 X432 | 0,000%%
pousses (cm) boutures (cm)

Comme le montre la figure 70, la tourbe ainsi que le mélange sable fin/tourbe ont donné les
nombres de pousses les plus élevés par rapport au sable fin. Les boutures plantées dans un
mélange de sable fin/tourbe ont donné les pousses les plus longues, suivies de celles plantees
dans la tourbe, alors que les boutures plantées dans le sable fin ont présenté les pousses les plus
courtes. Concernant le diametre des boutures, les boutures de diameétre 0,34 0,6 cmet 0,6 40,9
cm ont présenté les nombres de pousses et les longueurs de pousses les plus élevés. Ainsi,
concernant le nombre de feuilles, les boutures a 4 feuilles ont produit le nombre de pousses le
plus élevé et les pousses les plus longues comparativement aux boutures a 2 et 8 feuilles. Les

boutures de diametre de 0,6 2 0,9 cm, a 4 feuilles et plantées dans un mélange de sable fin/tourbe
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ont montré le meilleur nombre de pousses et les pousses les plus longues (1,81 + 0,10 et 17,25
+ 0,96 cm respectivement), alors que le nombre le plus faible de pousses et la longueur de
pousse la plus courte ont été enregistrés chez les boutures de diameétre de 0,3 a 0,6 cm, a 8
feuilles et plantées dans un substrat de sable fin (1,06 + 0,09 et 8,19 + 1,11 cm respectivement).
Toutefois, les boutures de diamétre de 0,1-0,3 cm et les boutures sans feuilles n’ont pas formé

de pousses (figure 70).
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Figure 70. Effets du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin / tourbe), du diamétre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et
du nombre de feuilles (sans feuilles ; 2 ; 4 et 8 feuilles) sur le nombre de pousses et de la longueur des pousses (cm) des boutures semi-ligneuses
de 'arganier (Agrania spinosa). Au sein de chaque traitement, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement
différentes a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne * erreur standard de la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 17. Analyse de la variance (ANOVA) des effets du type de substrat (sable fin, tourbe
et sable fin/tourbe), du diamétre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du
nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et 8 feuilles) et de leurs interactions sur le nombre de
pousses et de la longueur des pousses (cm) des boutures semi-ligneuses de [’arganier. ddl :
degré de liberté ; F-value : loi de Fisher-Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification
P<0,05; n = 32; x: interaction entre les facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *:
Significatif (P < 0.05) ; **: Tres significatif (P < 0.01) ; ***: Tres hautement significatif

(P<0.001).
Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value
Nb. de pousses 2 7,36 0,0071*
Diametre de boutures
Longueur des pousses (cm) 2 20,36 | <0,0001***
Nb. de pousses 3 1,30 0,2736"™
Nombre de feuilles
Longueur des pousses (cm) 3 4,08 0,0179*
Nb. de pousses 2 10,08 <0,0001***
Type de substrat
Longueur des pousses (cm) 2 10,15 | <0,0001***
ns
B EE SEUirES 2 Nb. de pousses 6 0,03 0,9702
Nelmlslrs €8 vRdllls Longueur des pousses (cm) | 6 0,9559 0,9559"
ns
Diamétre de boutures x Nb. de pousses 4 0,39 0,6750
Type de substrat Longueur des pousses (cm) | 4 0,01 0,9896"
ns
Nombre de feuilles x Type Nb. de pousses 6 0,35 0,8451
&5 SUloRE Longueur des pousses (cm) | 6 0,23 0,9232"
Diamétre de boutures x Nb. de pousses 12 0,20 0,9399"
Nombre de feuilles x Type
de substrat Longueur des pousses (cm) | 12 0,03 0,9983"

170



Troisiéme partie : Résultats et discussion

1VV.1.2. Effets du type de substrat, du diamétre des boutures et du nombre de feuilles sur

le nombre et la longueur des racines

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré 1’existence d’un effet trés significatif (P<0,01) du
type de substrat, du diametre des boutures et du nombre de feuilles sur le nombre et la longueur
des racines. Toutefois, a I’exception de I’interaction entre le diamétre des boutures et le type de
substrat, les résultats ont révélé ’absence de 1’effet de ’interaction entre les trois facteurs
étudiés (tableau 18). Le nombre de racines et la longueur des racines les plus élevés a été
enregistrés chez les boutures a 2 et 4 feuilles. Cependant, le nombre de racines et la longueur
des racines les plus faibles ont été observés chez les boutures a 8 feuilles (figure 71). D’aprés
la figure 72, on constate que les boutures plantées dans les substrats de sable fin et dans un
mélange de sable fin/tourbe ont donné le nombre et la longueur des racines les plus éleves, alors
que le plus faible nombre et longueur des racines adventives par bouture a été enregistré chez
les boutures plantées dans la tourbe. Par ailleurs, les boutures de diametre 0,3-0,6 cm ont
présenté le plus grand nombre de racines et les racines les plus longues, suivies du diamétre
0,6-0,9 cm, alors que les boutures de diamétre 0,1-0,3 cm n’ont pas produit de racines. Les
meilleures réponses en termes de nombre de racines ont été obtenues chez les boutures plantées
dans un substrat de sable fin a 4 feuilles et pour des diamétres de 0,3-0,6 cm (45,06 + 1,14) et
0,6-0,9 cm (44,13 + 1,21) respectivement. Ainsi, la longueur des racines la plus élevée a été
enregistrée chez les boutures cultivées dans le substrat de sable fin a 4 feuilles et un diameétre
0,3-0,6 cm (33,63 + 2,12), alors que les boutures plantées dans un substrat de tourbe n’ont pas
dépassé 23 cm. Toutefois, les boutures sans feuilles et les boutures de diamétre 0,1-0,3 cm n’ont

pas formé de racines et ne sont pas représentées sur les graphes (figure 72).
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Figure 71. Effets du type de substrat sur la multiplication par bouturage de [’arganier
(Argania spinosa (L.) Skeels). A : Boutures semi-ligneuses plantées dans un substrat de sable
fin (24 semaines). B : Boutures semi-ligneuses plantées dans un substrat de tourbe (24
semaines). C : Boutures semi-ligneuses plantées dans un mélange de sable fin et de tourbe
(1:1 viv) (24 semaines). D : Systeme racinaire des plantules installées dans un substrat de
sable fin (2 ans). E : Systéme racinaire trés bien développé des plantules installées dans un
mélange de sable fin et de tourbe (1:1 v/v) (2 ans). F : Fructification précoce des plantules
installées dans un mélange de sable fin et de tourbe (1:1 v/Vv) (3 ans). Barres d’échelle : 10
mm.
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Figure 72. Effets du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin/tourbe), du diamétre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et
du nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et 8 feuilles) sur le nombre de racines et la longueur des racines (cm) des boutures d’arganier (Argania
spinosa). Au sein de chaque traitement, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes a P<0,05 du test

de Duncan. Une valeur représente la moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM) (n = 32).
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Tableau 18. Analyse de la variance (ANOVA) des effets du type de substrat (sable fin, tourbe
et sable fin/tourbe), du diamétre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du
nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et 8 feuilles) et de leurs interactions sur le nombre de
racines et la longueur des racines (cm) des boutures de I’arganier (Argania spinosa). ddl :
degré de libérte ; F-value : loi de Fisher-Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification
P<0,05 ; n = 32; x : interaction entre les facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *:
Significatif (P < 0.05) ; **: Tres significatif (P < 0.01) ; ***: Tres hautement significatif

(P<0.001).

Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value

Nb. de raciness 2 11,27 0.0009***
Diametre de boutures

Longueur des racines (cm) | 2 13,29 0.0003***

Nb. de raciness 3 7,43 0.0007***
Nombre de feuilles

Longueur des racines (cm) | 3 5,42 0.0049*

Nb. de raciness 2 134,30 | <0.0001***
Type de substrat

Longueur des racines (cm) | 2 98,88 | <0,0001***

. ns
SR T B S 53 Nb. de raciness 6 0.18 0,8318
Nelmlslrs €8 vRdllls Longueur des racines (cm) | 6 0.46 0,6345"
Diamétre de boutures Nb. de raciness 4 5.81 0.0034*
Type de substrat Longueur des racines (cm) | 4 | 041 | 0,8990"
. ns

N o Tauflles Nb. de raciness 6 0.72 0,5809
UYES Gl Sl et Longueur des racines (cm) | 6 0.30 0,8766"
Diamétre de boutures x Nb. de raciness 12 0.14 0,9657"
Nombre de feuilles x
Type de substrat Longueur des racines (cm) | 12 0.58 0,6775ns
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1V.1.3. Effets du type de substrat, du diamétre des boutures et du nombre de feuilles sur
le pourcentage de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite du

bouturage d’arganier

L’analyse de la variance (ANOVA) a montré des effets significatifs (P<0,05) du type de substrat
(sable fin, tourbe et sable fin/tourbe) sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le
taux de réussite des boutures enracinées. Cependant, les résultats ont révélé un effet non
significatif (P>0.05) du diameétre des boutures, du nombre de feuilles et des interactions entre
les trois facteurs sur les trois parameétres étudiés (tableau 19). D’aprés la figure 73, le meilleur
taux de débourrement (85,00 + 3,76%) a été enregistré chez les boutures plantées dans un
mélange de sable fin/tourbe a 4 feuilles et un diamétre de 0,6 4 0,9 cm. Cependant, les boutures
installées dans un substrat de sable fin a 8 feuilles et de diametre de 0,3-0,6 cm ont présenté le
taux de débourrement le plus faible (61,50 £ 5,68%). Par ailleurs, les taux d’enracinement les
plus élevés ont été obtenus chez les boutures installées dans un substrat de sable fin, suivis du
substrat sable fin/tourbe, alors que les boutures plantées dans la tourbe ont présenté le taux
d’enracinement le plus faible. En effet, les résultats ont montré que les boutures plantées dans
un substrat de sable fin a 2 et 4 feuilles et un diamétre de 0,3 a 0,6 cm ont donné respectivement
les taux d’enracinement les plus élevés (65,00 = 5,15% et 65,00 = 5,87%). Ainsi, le taux
d’enracinement diminue lorsque le nombre de feuilles dépasse 4 feuilles. Ainsi, en se basant
sur I’ensemble des résultats, on remarque que le meilleur taux de réussite (92,50 + 1,94%), a
été enregistré chez les boutures plantées dans un substrat contenant un mélange de sable fin et
de tourbe a 4 feuilles et un diametre de 0,3 a 0,6 cm, alors que les boutures plantées dans un
substrat de sable fin & 8 feuilles et un diametre de 0,6 a 0,9 cm ont donné le taux de reussite le
plus faible (57,00 £ 4,53%). Par ailleurs, le taux de mortalité le plus élevé (100%) a été
enregistré chez les boutures sans feuilles a un diametre de 0,1-0,3 cm. Durant la phase
d’endurcissement, les plantules installées dans un substrat contenant un mélange de sable fin et
de tourbe ont montré une bonne croissance et un meilleur développement par rapport celles qui

sont dans un substrat de tourbe ou de sable fin (figure 73).
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Figure 73. Effets du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin/tourbe), du diamétre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du
nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et 8 feuilles) sur le taux de débourrement, le taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures de
[’arganier (Argania spinosa). Au sein de chaque traitement, les valeurs moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes

a P<0,05 du test de Duncan. Une valeur représente la moyenne + écart type des moyens (n = 32).
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Tableau 19. Analyse de la variance (ANOVA) des effets du type de substrat (sable fin, tourbe
et sable fin/tourbe), du diamétre des boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm), du nombre
de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et 8 feuilles) et de leurs interactions sur le taux de débourrement,
taux d’enracinement et le taux de réussite des boutures de [’arganier (Argania spinosa). ddl :
degré de libérté ; F-value : loi de Fisher-Snedecor ; P-value : niveau ou seuil de signification
P<0,05 ; n = 32; x: interaction entre les facteurs ; ns: non significatif (P > 0,05) ; *:
Significatif (P < 0.05) ; **: Tres significatif (P < 0.01) ; ***: Tres hautement significatif

(P<0.001).
Source de variance Variable dépendante ddl F-value P-value
Taux de débourrement (%) 4.28 0,0434*
Diametre des boutures Taux d’enracinement (%) 6.70 0,0124*
Taux de réussite (%) 2 1.96 0,1668™
Taux de débourrement (%) | 3 5.93 0,0047*
Nombre de feuilles Taux d’enracinement (%) g 3.53 0,0363*
Taux de réussite (%) 3 2.80 0,0694"
Taux de débourrement (%) | 2 6.60 0,0027*
Type de substrat Taux d’enracinement (%) 2 13.98 | <0.0001***
Taux de réussite (%) 2 41.37 | <0.0001***
Taux de débourrement (%) | 6 0.02 0,9849"
Diametre des b.OUtu res > Taux d’enracinement (%) 6 0.06 0,9444"™
Nombre de feuilles
Taux de réussite (%) 6 0.23 0,7918™
Taux de débourrement (%) | 4 0.22 0,8072™
Diametre des boutures x Taux d’enracinement (%) 4 0.17 0,8411"™
Type de substrat
Taux de réussite (%) 4 0.13 0,8775M™
Taux de débourrement (%) | 6 0.27 0,8937"
Nombre de feuilles x
’ : 0 ns
Type de substrat Taux d’enracinement (%) 6 0.12 0,9745
Taux de réussite (%) 6 0.29 0,8855"
o Taux de débourrement (%) | 12 0.15 0,9633™
Diamétre des boutures x
Nombre de feuilles x Taux d’enracinement (%) 12 0.09 0,9860™
Type de substrat .
Taux de réussite (%) 12 0.14 0,9655M™
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1V.2. Discussion

Les résultats obtenus a partir de la présente étude ont révélé des effets trés hautement
significatifs (P<0,05) du type de substrat (sable fin, tourbe et sable fin/tourbe), du diamétre des
boutures (0,1-0,3 cm ; 0,3-0,6 cm et 0,6-0,9 cm) et du nombre de feuilles (sans feuilles, 2, 4 et
8 feuilles) sur le débourrement, 1’enracinement et la réussite du bouturage semi-ligneux de
I’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels). Parmi les différents diamétres testés, les boutures de
0,3a0,6 cm ont développé le plus grand nombre de racines ainsi que les racines les plus longues
et ont présenté le taux d’enracinement le plus €élevé. D'autre part, les boutures de diamétre 0,6-
0,9 cm ont montré les meilleures capacités de débourrement, mais n’ont pas permis une
amélioration de I’enracinement. Cependant, les boutures de diamétre de 0,1-0,3 cm ont
développé une nécrose entrainant I'échec du bouturage. Cet effet significatif des diaméetres de
0,3 a 0,6 cm sur I’induction de I’enracinement adventif serait d0 a leur bonne capacité de
stockage des glucides et d’autres réserves indispensables pour la formation des racines (Leakey
et al., 1992 ; Tchoundjeu et Leakey, 1996). La réussite du débourrement serait également due
a la présence de réserves de sucre adéquates tels que le fructose, le glucose et le saccharose
dans les tissus de la bouture (Gehlot et al., 2015). De plus, la quantité d’auxines endogénes et
celle d’autres cofacteurs d’enracinement pourraient étre plus faible dans les boutures ayant un
petit diamétre, ce qui réduit le pourcentage d’enracinement, voire méme 1’absence des racines
(Wilson et Staden, 1990). L’efficacité de 1’enracinement de ces boutures pourrait également
étre due a la faible teneur en ¢éléments minéraux, en particulier I’azote qui est positivement
corrélé avec I’enracinement (Budiarto et al., 2006). Par ailleurs, 1’effet du diameétre de bouture
sur ’aptitude d’enracinement pourrait €également étre attribué a la position de prélévement a
partir du pied mere (Leakey, 2004). En effet, les boutures de diamétre de 0,1-0,3 cm prélevées
a partir des positions apicales des plantes méres, contiennent une faible quantité d’auxine,
poussent lentement, s’arrétent a se développer rapidement et ne parviennent pas a produire des
racines (Howard et Ridout, 1991). La faible capacité d’enracinement des boutures de diamétre
0,6 a 0,9 cm peut probablement étre due a leur degré de lignification (Hartmann et al., 1990).
Nos résultats correspondent en parti a ceux rapportés par d’autres études précédentes qui ont
révélé un effet positif du diamétre de bouture sur le débourrement, 1’enracinement et la réussite
du bouturage. Palanisamy et Kumar (1997) ainsi que OuYang et al., (2015) ont montré que
chez Picea abies le pourcentage d’enracinement le plus élevé a été obtenu par des boutures de
diametre de 0,3 a 0,4 cm. En outre, Foster et al., (2000) ont observé que les boutures de Pinus

taeda d’un diameétre moyen de 0,2 a 0,3 cm s’enracinent mieux et développent davantage de
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racines. Notre étude a également montré que les capacités de débourrement, d'enracinement et
de réussite des boutures d'Argania spinosa ont été significativement (P<0,05) plus élevées chez
les boutures feuillées en comparaison avec les boutures défoliées (sans feuilles) qui ont montré
un taux de mortalité de 100%. Ces différences d’aptitude au débourrement due a I’absence de
feuilles sur les boutures pourraient s’expliquer par la non disponibilité des assimilats et le
déséquilibre hydrique de la bouture. La présence des feuilles et leur nombre sur la bouture
pourrait également exercer une forte influence sur I’initiation et le développement des racines
(Leakey et Coutts, 1989 ; Thomas et Schiefelbein, 2004). Les boutures feuillues fournissent un
approvisionnement continu en photoassimilats aprés leur mise en place dans le substrat
(Tchoundjeu et al., 2002 ; Leakey, 2004). Par ailleurs, le nombre de feuilles sur la bouture
pourrait également influencer la concentration des auxines endogenes dans les tissus de la
bouture. L’enracinement étant stimulé par la quantité d’auxines disponibles, la réponse
d’enracinement d’une bouture serait donc proportionnelle au nombre de feuilles présentes
(Tchoundjeu et Leakey, 1996). Toutefois, nos résultats ont montré que la capacité des boutures
a développer des racines adventives a diminué lorsque le nombre de feuilles dépasse 4 feuilles.
Cela pourrait s’expliquer par I’équilibre entre 1’effet positif de I’assimilation du CO2 permettant
une photosynthese suffisante et I’effet négatif de la perte d’eau par transpiration a travers le
nombre élevé de stomates (Leakey et Coutts, 1989). En effet, les boutures avec un nombre élevé
de feuilles semblent souffrir d’un déficit hydrique a cause d’un taux de transpiration plus élevé
par rapport aux boutures avec un nombre optimal de feuilles (Aminah et al., 1997). Ainsi,
I’absence de feuilles a été associée a 1’épuisement rapide des sucres stockés dans les tissus de
la bouture (Druege et al., 2000). Par conséquent, la recherche d’un équilibre entre la
photosyntheése, la transpiration et le transport des nutriments reste un facteur primordial pour
favoriser I’enracinement et améliorer le taux de réussite du bouturage (Leakey et Coutts, 1989).
L’effet positif du nombre de feuilles sur le succés du bouturage a été rapporté chez plusieurs
espéces comme triplochiton scleroxylon (Leakey et Coutts, 1989), Vitis vinifera (Thomas et
Schiefelbein, 2004), Eucalyptus hybrides (Trueman et Adkins, 2013) et Santalum
austrocaledonicum (Tate et Page, 2018). Concernant I’effet du substrat sur le bouturage de
I’arganier, I’analyse de la variance a mis en évidence des différences significatives (P<0,05)
entre les trois substrats étudiés sur le débourrement, 1’enracinement et la capacité de réussite.
En effet, le nombre de racines, la longueur des racines et le pourcentage d’enracinement les
plus élevés ont éteé enregistrés chez les boutures plantées dans un substrat de sable fin par
rapport au substrat de tourbe et au mélange du sable fin et de la tourbe. Cette efficacité

d’enracinement adventif chez les boutures enracinées dans le substrat de sable fin pourrait étre
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liece a sa porosité et son drainage optimal, ce qui permet de créer un équilibre entre la
transpiration et la respiration et par conséquent une formation des racines adventives maximale.
Par ailleurs, le sable est un substrat poreux qui limite le développement des agents pathogénes
et dans lequel les racines peuvent se développer facilement sans dommage (Tchinda et al.,
2013). Contrairement a 1’effet trés prononcé du substrat du sable fin sur 1’enracinement des
boutures, les caractéristiques physico-chimiques de la tourbe ont été considérées comme un
probléme fondamental pour la formation des racines adventives de I’arganier. En effet, la teneur
en eau élevée de ce substrat augmente le taux de contamination et provoque la pourriture du
collet des boutures (Schmitz et al., 2013). Ainsi, la présence d’eau en excés dans ce substrat
inhibe la diffusion d’oxygene, induit I’anoxie, provoque la toxicité des cellules, engendre la
mort des tissus, la défoliation sévere et le flétrissement des boutures. Ceci étant d0 a
I’accumulation de substances toxiques tels que : le bicarbonate et le dioxyde de carbone (Mesén
et al., 1997). Les résultats ont également montré que les boutures plantées dans un mélange de
sable et de tourbe ont obtenu les meilleurs taux de débourrement et de réussite par rapport a
celles plantées dans un substrat de sable fin ou de tourbe. En effet, I’ajout de la tourbe au
substrat de sable fin améliore la capacité de rétention d’eau et favorise la capacité d’échange
cationique, ce qui permet d’améliorer le taux de réussite tout en réduisant les déficits en eau,
I’abscission des feuilles et la nécrose des boutures (Leakey et al., 1990). Des études
comparatives réalisées entre différents substrats ont indiqué que les boutures plantées dans un
substrat de sable fin ont obtenu les meilleurs résultats en termes de débourrement,
d’enracinement et de capacité de réussite. Atangana et al. (2006) ont souligné que les
pourcentages d’enracinement les plus élevés ont été observés chez les boutures de Allanblackia
floribunda plantées dans le substrat de sable fin. Gehlot et al. (2014) ont également
recommandé la plantation des boutures d’Azadirachta indica dans un substrat de sable fin pour
améliorer le nombre de racines, la longueur racinaire et favoriser 1’enracinement. Et enfin,
d’aprés Adugna et al., 2015, les boutures de Vanilla planifolia plantées dans le sable fin ont
elles aussi, présenté le meilleur pourcentage d’enracinement. Dans le but d’améliorer I’efficacité
de la technique de bouturage, notamment la capacité d’enracinement des boutures et pour mieux

comprendre les mécanismes de la rhizogenése adventive, une étude bio-informatique est nécessaire pour

identifier les principaux génes intervenant dans I’homéostasie de 1’auxine.
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V. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques de six principaux génes impliqués

dans la formation des racines
V.1. Résultats

V.1.1. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne PIN1 (The auxin efflux
carrier protein PIN-FORMED 1)

V.1.1.1. Recherche in silico et choix des séquences du gene PIN1 dans les banques de
données de séquences nucléiques (d'ADN)

La recherche in silico de séquences nucléotidiques pour la conception des amorces PIN1 a été
effectuée dans les banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI et DDBJ-
NIG. La méthode de recherche heuristique BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été
utilisée pour chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques et la séquence cible du
gene PIN1. Les quatre séquences nucléotidiques suivantes ont présenté les pourcentages
d’homologie les plus élevés : Malus x domestica (EF406255.1 ; Dal Cin et al., 2009), Populus
tremula x Populus tremuloides (AF190881.1 ; Schrader et al., 2003), Rosa canina
(KF543362.1 ; Dai et al., 2012) et Rosa hybrida (KJ933386.1 ; Barbier et al., 2003) (tableau
20).

Tableau 20. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens PINL.

Nom du gene Numéro d’accession

EF406255.1

MDPIN1 Malus x domestica

PTPIN1 Populus tremula x Populus tremuloides | AF190881.1

RCPIN1 Rosa canina KF543362.1

RHPIN1 Rosa hybrida KJ933386.1

V.1.1.2. Alignement multiple des séquences MDPIN1, PTPIN1, RCPIN1 et RHPIN1 pour
la sélection des amorces du géene PIN1

Aprés avoir choisi les séquences nucléotidiques, un alignement multiple des quatre séquences
MDPIN1, PTPIN1, RCPINlet RHPIN1 a été effectué sous format FASTA en utilisant le

programme Vector NTI afin d’élaborer un couple d’amorces optimales pour la séquence cible
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du gene PIN1. Les données suivantes montrent les résultats de 1’alignement multiple des quatre

séquences sélectionnées du gene PIN 1 sur le programme Primer 3.

MDPIN1
PTPIN1
RCPIN1
RHPINI1

Consensus

MDPIN

PTPIN1
RCPIN1
RHPIN1

Consensus

MDPIN

PTPINI1
RCPIN1
RHPINI1

Consensus

MDPIN1
PTPIN1
RCPIN1
RHPIN1

Consensus

(1150)
(1892)
(1614)
(1655)
(1951)

(1200)
(1942)
(1664)
(1705)
(2001)

(1250)
(1992)
(1714)
(1755)
(2051)

(1300)
(2042)
(1764)
(1805)
(2101)

1951 2000
GGTTTGTTTATGGCTTTGCAGCCAAAGATCATAGCATGTGGAAACTCCAT
GGTCTGTTCATGGCTTTGCAACCAAGGATCATAGCATGTGGAAATTCCAT
GGTCTGTTTATGGCTTTACAACCAAGGATCATAGCATGTGGAAATTCCAT
GGTCTGTTTATGGCTTTACAACCAAGGATCATAGCATGTGGAAATTCCAT
GGTCTGTTTATGGCTTTGCAACCAAGGATCATAGCATGTGGAAATTCCAT

2001 2050
TGCAGCTTTTACCATGGCTGTGAGATTCCTCACAGGCCCAGCTGTCATGG
TGCAACTTTTTCTATGGCTGTGAGATTCCTTACAGGTCCAGCTATCATGG
TGCAGCTTTTACTATGGCTGTGAGATTCCTCACAGGTCCAGCTGTCATGG
TGCAGCTTTTACTATGGCTGTGAGATTCCTTACAGGTCCAGCTGTCATGG
TGCAGCTTTTACTATGGCTGTGAGATTCCTTACAGGTCCAGCTGTCATGG

2051 2100
CAGCTGCTTCCATTGCTGTTGGCTTAAGAGGCACTCTCTTGCATGTTGCC
CAGCTGCTTCTATTGCTGTTGGTATTAGAGGCACGCTCTTACACATCGCC
CAGCTGCTTCCATTGCTGTTGGCCTTAGGGGCACTCTCTTACATGTGGCC
CAGCTGCTTCCATTGCTGTTGGCCTTAGGGGCACTCTCTTACATGTGGCC
CAGCTGCTTCCATTGCTGTTGGCCTTAGGGGCACTCTCTTACATGTGGCC

2101 2150
ATTGTACAGGCAGCCCTACCCCAAGGAATTGTCCCCTTTGTCTTTGCCAA
ATTGTTCAGGCAGCTCTACCACAAGGAATAGTCCCCTTTGTCTTTGCCAA
ATTGTCCAGGCAGCTCTACCCCAAGGAATTGTCCCCTTTGTCTTTGCCAA
ATTGTCCAGGCAGCTCTACCCCAAGGAATTGTCCCCTTTGTCTTTGCCAA
ATTGTCCAGGCAGCTCTACCCCAAGGAATTGTCCCCTTTGTCTTTGCCAA

V.1.1.3. Sélection, validation et conception des amorces oligonucléotidiques du géne PIN1

a) Sélection du couple d’amorces sens et antisens du géne PIN1

En se basant sur les résultats de I’alignement multiple, les deux amorces sens et antisens du

gene PIN 1 ont été choisies en fonction de la stabilité, la spécificité et 1’efficacité de

I’amplification de la gPCR (tableau 21). La longueur de la séquence cible du gene PIN1 choisie

est de 188 pb.
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Tableau 21. Amorces sens et antisens du gene PIN4 choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

by

Amorce sens 5" a 3' (Forward) PIN1 Amorce antisens 3" a 5" (Reverse) PIN1

1972 1992 2129 2148
MDPINI1 (1171) CCAAAGATCATAGCATGTGGA MDPINI (1328) TTGTCCCCTTTGTCTTTGCC
PTPINI1 (1913) CCAAGGATCATAGCATGTGGA PTPIN1 (2070) TAGTCCCCTTTGTCTTTGCC
RCPIN1 (1635) CCAAGGATCATAGCATGTGGA RCPIN1 (1792) TTGTCCCCTTTGTCTTTGCC
RHPIN1 (1676) CCAAGGATCATAGCATGTGGA RHPINI1 (1833) TTGTCCCCTTTGTCTTTGCC
Consen (1972) CCAAGGATCATAGCATGTGGA Consen (2129) TTGTCCCCTTTGTCTTTGCC

b) Validation de la qualité des amorces oligonucléotides du gene PIN1

Les résultats du programme Primer 3 concernant les critéres de sélection des amorces sens et
antisens du gene PIN1 sont présentés dans le tableau 22, on remarque que les longueurs et les
températures de fusion obtenues (21 pb et 50,57 °C ; 20 pb et 58,59 °C) sont optimales pour les
deux amorces sens et antisens du gene PIN1 respectivement. Par ailleurs, on observe I’absence
de structures de dimeres et de boucles en épingle a cheveux. Concernant la teneur en GC, on
note que les pourcentages sont optimaux 47,62 % et 50,00 % pour les deux amorces sens et
antisens respectivement.

Tableau 22. Critéres de sélection des amorces sens et antisens du géne PIN1 sur les
programmes Vector NTI et Primer 3. L: longueur des amorces ; Tm: température de fusion (Tf

en °C) ; CG%: teneur en GC ; Any _th: structures de diméres d’amorce ; 3'_th: extrémité 3'-
OH (contient G ou C) ; Harpin: boucles en épingle a cheveux.

Amorces Séquences nucléotidiques Start  Len Tm GC% Any_th 3'_th Hairpin

Sens CCAAGGATCATAGCATGTGGA 1 21 50,57 | 47,62 0,00 0,00 0,00

AU GGCAAAGACAAAGGGGACAA | 177 20 58,59 | 50,00 0,00 0,00 0,00

c) Synthese des oligo-nucléotides dégénérés des amorces sens et antisens du gene
PIN1

- L’amorce sens 5' a 3' (Forward) : L’amorce sens sélectionnée du géne PIN1 comporte
une seule position dégénérée au niveau de la cinquiéme position. Cette position contient
deux bases azotées purines G (Guanine) et A (Adénine). De ce fait, selon la
nomenclature internationale des oligo-nucléotides dégenéreés, ces deux bases azotees

seront remplacées par la base dégénérée R (tableau 23) ;
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- L’amorce antisens 3' a §' (Reverse) : L amorce antisens sélectionnée du géne PIN1
comporte une seule position dégénérée au niveau de la 19°™ position. Cette position
contient la base azotée purine A (adénine) et la base azotée pyrimidine T (thymine). De
ce fait, selon la nomenclature internationale des oligo-nucléotides dégénéres ces deux

bases azotées seront remplacées par la base dégénérée W (tableau 23).

Tableau 23. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne PIN1 apres
remplacement des positions des bases dégenerées par leurs correspondants dans la
nomenclature internationale des oligonucléotides.

Amorce sens (Forward) PIN1 dégénérée Amorce antisens (Reverse) PIN1 dégénérée
CCAA(G/A)GATCATAGCATGTGGA GGCAAAGACAAAGGGGAC(AIMA
CCAARGATCATAGCATGTGGA GGCAAAGACAAAGGGGACWA

V.1.2. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne PIN4 (The auxin efflux
carrier protein PIN-FORMED 4)

V.1.2.1. Recherche in silico et choix des séquences du gene PIN4 dans les banques de

données de séquences nucléiques (d'ADN)

La recherche in silico des séquences nucléotidiques pour la conception des amorces TIR1 a été
effectuée dans les banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI et DDBJ-
NIG. La méthode de recherche heuristiqgue BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été
utilisée pour chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques et la séquence cible du
géne PIN4. Les quatre séquences nucléotidiques suivantes ont présenté les pourcentages
d’homologie les plus élevés : Solanum lycopersicum (NM_001247255.1 ; Aoki et al., 2010),
Arabidopsis lyrata (XM _002876702.1 ; Hu et al., 2011), Arabidopsis thaliana (NM_126203.2
; Lin et al., 1999) et Glycine max (KC344366.1 ; Peng et al., 2013) (tableau 24).

Tableau 24. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens PIN4.

Nom du géne Numéro d’accession

SLPIN4 Solanum lycopersicum NM_001247255.1

ALPIN4 Arabidopsis lyrata XM_002876702.1

ATPIN4 Arabidopsis thaliana NM_126203.2

GmPIN4 Glycine max KC344366.1
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V.1.2.2. Alignement multiple des séquences SLPIN4, ALPIN4, ATPIN4 et GmPIN4 pour

la sélection des amorces du géne PIN4

Apreés avoir choisi les séquences nucléotidiques, un alignement multiple des quatre séquences
SLPIN4, ALPIN4, ATPIN4 et GmPIN4 a été effectué sous format FASTA en utilisant le

programme Primer3 et le logiciel Victor NTI afin d’¢laborer un couple d’amorces optimales

pour la sequence cible du gene PIN4. Les données suivantes montrent les résultats de

I’alignement multiple des quatre séquences sélectionnées du géne PIN 4 sur les programmes

Vector NTI et Primer 3.

SLPIN4
ALPIN4
ATPIN4
GmPIN4

Consensus

SLPIN4
ALPIN4
ATPIN4
GmPIN4

Consensus

SLPIN4
ALPIN4
ATPIN4
GmPIN4

Consensus

SLPIN4
ALPIN4
ATPIN4
GmPIN4

Consensus

(122)
(182)
(251)
(122)
(251)

(172)
(232)
(301)
(172)
(301)

(222)
(282)
(351)
(222)
(351)

(272)
(332)
(401)
(272)
(401)

251 300
GGATCAACAGATTCGTAGCTATTTTTGCAGTTCCTTTGTTGTCTTTCCAT
GCATCAATCGCTTCGTCGCCATTTTCGCCGTCCCTCTCCTCTCCTTCCAC
GCATCAACCGCTTCGTCGCTATCTTCGCCGTCCCTCTCCTCTCCTTCCAC
GCATCAACCGTTITTGTGGCACICTITTGCAGTGCCTCTTCTCTCCTTCCAC
GCATCAACCGCTTCGTCGCTATTTTTGCCGTCCCTCTCCTCTCCTTCCAC

301 350
TTCATAGCTATGAACAATCCATATGAGATGAATTTCCGTTTCATTGCGGC
TTCATCTCCACCAACGATCCTTACGCCATGAACTTCCGCTTCGTCGCCGC
TTCATCTCCACCAACGATCCTTACGCCATGAATTTCCGCTTCGTCGCCGC
TTCATAGCCTCCAACAACCCTTATGAGATGAACCTGAGGTTCCTAGCTGC
TTCATCTCCACCAACGATCCTTATGCGATGAATTTCCGCTTCGTCGCCGC

351 400
GGATTCGCTGCAGAAAGTGATTATGCTTGTTGTACTTTCATTATGGGCTA
CGACACGCTTCAAAAGATCATCATGCTCGTCTTGCTTGGTTTATGGGCTA
CGACACGCTTCAAAAAATCATCATGCTCGTCTTACTTGCTCTATGGGCTA
TGACACCCTTCAAAAGATCATAATACTAGTCCICCTTGCAGTTTGGAGCA
CGACACGCTTCAAAAGATCATCATGCTCGTCTTACTTGCTTTATGGGCTA

401 450
ATTTAACTAAAAATGGTAGCCITGAATGGAGTATTACCATTTTTTCACTT
ATCTAACCAAGAACGGTAGCTTGGAATGGATGATCACCATCTTCTCTCTC
ACCTAACCAAGAACGGTAGCTTGGAGTGGATGATCACAATCTTCTCTCTC
ACATCACCAAAAGGGGTTGTTTGGAATGGGCCATAACCTIGTTCTCTCTC
ATCTAACCAAGAACGGTAGCTTGGAATGGATGATCACCATCTTCTCTCTC
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451 500

SLPIN4 (322) TCAACACTACCAAATACATTGGTGATGGGTATTCCTTTGTTAATTGCTAT
ALPIN4 (382) AGCACTCTCCCAAACACTCTTGTCATGGGAATCCCTTTGTTGATCGCCAT
ATPIN4 (451) AGCACTCTCCCAAACACTCTTGTCATGGGGATCCCTCTGTTGATCGCCAT
GmPIN4 (322) TCCACCCTCCCAAACACTTTGGTTATGGGCATCCCTTTGCTCAAAGGGAT
Consensus (451) TGCACTCTCCCAAACACTTTTGTCATGGG ATCCCTTTGTTGATCGCCAT
501 550

SLPIN4 (372) GTATGGTGAGTACTCTGGTAGTCTCATGGTACAAGTAGTGGTGTTGCAGT
ALPIN4 (432) GTACGGAACTTACGCTGGCTCTCTCATGGTTCAAGTCGTTGTTCTTCAGT
ATPIN4 (501) GTACGGAACCTACGCAGGTTCTCTAATGGTCCAAGTCGTTGTTCTTCAGT
GmPIN4 (372) GTATGGTGACTTCTCAGGGAGCCTCATGGTGCAAATTGTGGTCCTCCAGT
Consensus (501) GTATGGTGCCTACTCTGGTTGTCTCATGGT CAAGTCGTTGTTCTTCAGT
551 600

SLPIN4 (422) GTATCATTTGGTACACACTTTIGCTTTITTTTGTTCGAATATCGCGGTGCG
ALPIN4 (482) GTATCATTTGGTACACTCTCCTTCTCTTTCTCTTCGAGTACCGTGGCGCT
ATPIN4 (551) GTATCATTTGGTACACTCTCCTTCTCTTCCTCTTCGAGTACCGTGGCGCT
GmPIN4 (422) GCATCATTTGGTACACCTIGATGCTCTTCTITGTTTGAGTTTAGAGGTGCC
Consensus (551) GTATCATTTGGTACACTCTCCTTCTCTTTTTGTTCGAGTATCGTGGTGCT
601 650

SLPIN4 (472) AAAATGCTTATAATGGAGCAATTCCCAGAAACTGCTGCTTCCATTGTTTC
ALPIN4 (532) AAGCTTTTGATTATGGAGCAGTTCCCTGAGACTGGTGCGTCCATTGTCTC
ATPIN4 (601) AAGCTTCTTATTATGGAGCAGTTCCCGGAGACTGGTGCGTCTATTGTTTC
GmPIN4 (472) AGAATGCTCATCTCTGAGCAGTTCCCTGACACTGCTGCCTCCATTGTCTC
Consensus (601) AAGCTTCTTATTATGGAGCAGTTCCCTGAGACTGGTGCGTCCATTGTTTC

V.1.2.3. Sélection, validation et conception des amorces oligonucléotidiques du géne PIN4
a) Sélection du couple d’amorces sens et antisens du géne PIN4

En se basant sur les résultats de I’alignement multiple, les deux amorces sens et antisens du

gene PIN 4 ont été choisies en fonction de la stabilité, la spécificité et 1’efficacité de

I’amplification de la gPCR (tableau 25). La longueur de la séquence cible du gene PIN4 choisie
est de 191 pb.
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Tableau 25. Amorces sens et antisens du gene PIN4 choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

Amorce sens 5' a 3' (Forward) PIN4 Amorce antisens 3' a 5' (Reverse) PIN4

625 642 823 842
SLPIN4 (496)CCAGAAACTGCTGCTICC SLPIN4 (667) TCGAATCTCACCGGAGCTGA
ALPIN4 (556)CCTGAGACTGGTGCGTCC ALPIN4 (727) ICTAATCTCACCGGAGCTGA
ATPIN4 (625)CCGGAGACTGGTGCGICT ATPIN4 (796) TCGAATCTTACCGGAGCTGA
GmPIN4 (496)CCTGACACTGCIGCCTCC GmPIN4 (694) TCCAACCTTACCAATGCTGA
Consen (625)CCTGAGACTGGTGCGTCC Consen (823) TCGAATCTTACCGGAGCTGA

b) Validation de la qualite des amorces oligonucléotides du géne PIN4

Les résultats du programme Primer 3 concernant les critéres de sélection des amorces sens et
antisens du gene PIN4 sont présentés dans le tableau 26. On constate que les longueurs et les
températures de fusion obtenues (18 pb et 59,74 °C ; 20 pb et 58,24 °C) sont optimales pour les
deux amorces sens et antisens du gene PIN4 respectivement. Par ailleurs, on observe I’absence
des structures de dimeéres et les boucles en épingle a cheveux. Concernant la teneur en GC, on
note également que les pourcentages sont optimaux 66,67% et 50,00% pour les deux amorces
sens et antisens respectivement.

Tableau 26. Critéres de selection des amorces sens et antisens du gene PIN4 sur les
programmes Vector NTI et Primer 3. L: longueur des amorces ; Tm: température de fusion (Tf
en °C) ; CG%: teneur en GC ; Any th: structures de diméres d’amorce ; 3'_th: extrémité 3'-
OH (contient G ou C) ; Harpin: boucles en épingle a cheveux.

Amorces Séquences nucléotidiques Start Len | Tm GC% Any_th 3'_th Hairpin

Sens CCTGAGACTGGTGCGTCC 551 18 59,74 | 66,67 0,00 0,00 0,00

AU TCAGCTCCGGTAAGATTCGA | 741 20 58,24 | 50,00 0,00 0,00 0,00

c) Synthese des oligonucléotides dégénérés des amorces sens et antisens du gene PIN 4

- L’amorce sens 5' a 3' (Forward) : L’amorce sens sélectionnée du géne PIN4 comporte
cing positions dégénérées. Les trois bases azotées T, G et A de la troisieme position, les
trois bases G, A et C de la sixieme position, les deux bases G et C de la onzieme position
et les deux bases C et T de la dix-huitiéme position sont remplacees respectivement par
D, V, S, K, Y selon la nomenclature internationale des oligonucléotides

dégénérés (tableau 27) ;
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- L’amorce antisens 3' a 5' (Reverse) : L’amorce antisens sélectionnée du géne PIN4
comporte six positions dégénérées. Les deux bases azotées T et A de la sixieme position,
les deux bases C et T de la septieme position, les deux bases C et T de la huitieme
position, les deux bases A et G de la douzieme position, les deux bases de la A et G
quinziéme position et les trois bases C, G et A de la dix-huitiéme position sont
remplacées respectivement par W, Y, Y, R, R et V selon la nomenclature internationale
des oligonucléotides dégénérés (tableau 27).

Tableau 27. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne PIN4 apres

remplacement des positions des bases dégénérées par leurs correspondants dans la
nomenclature internationale des oligonucléotides.

Amorce sens (Forward) PIN4 dégénérée Amorce antisens (Reverse) PIN4 dégénérée

CC(TIAIG)GA(GIAIC)ACTG(GIC)TGC(GIT)TC(C/T) | TCAGC(T/A)(C/T)(CIT)GGT(A/G)AG(A/G)TT(C/GIA)GA

CCDGAVACTGSTGCKTCY TCAGCWYYGGTRAGRTTVGA

V.1.3. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne PIN7 (The auxin efflux
carrier protein PIN-FORMED 7)

V.1.3.1. Recherche in silico et choix des séquences du gene PIN7 dans les banques de

données de séquences nucléiques (d'ADN)

La recherche in silico des séquences nucléotidiques pour la conception des amorces TIR1 a été
effectuée dans les banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI et DDBJ-
NIG. La méthode de recherche heuristique BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été
utilisée afin de chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques et la sequence cible du
gene PIN7. Les quatre séquences nucléotidiques suivantes ont présenté les pourcentages
d’homologie les plus élevés : Arabidopsis thaliana (XM_002893214.1 ; Friml et al., 2002),
Malus x domestica (EF406258.1 ; Dal et al., 2009), Arabidopsis lyrata (XM_002893214.1 ; Hu
et al., 2011) et Capsella bursa-pastoris (JQ686225.1 ; Peng et al., 2013) (tableau 28).
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Tableau 28. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens PIN7.

Nom du gene Numéro d’accession
ATPIN7 Arabidopsis thaliana AF087820.1
MDPIN7 Malus x domestica EF406258.1
ALPIN7 Arabidopsis lyrata subsp. Lyrata XM_002893214.1
CBPIN7 Capsella bursa-pastoris JQ686225.1

V.1.3.2. Alignement multiple des séquences ATPIN7, MDPIN7, ALPIN7 et CBPIN7 pour

la sélection des amorces du gene PIN7

Apreés avoir choisi les séquences nucléotidiques, un alignement multiple des quatre séquences
ATPIN7, MDPIN7, ALPIN7 et CBPIN7 a été effectué sous format FASTA en utilisant le
programme Vector NTI afin d’élaborer un couple d’amorces optimales pour la séquence cible
du gene PIN7. Les données suivantes montrent les résultats de 1’alignement multiple des quatre

séquences sélectionnées du gene PIN 7 sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

551 600

ATPIN7 (426) GGCTCACTCATGGTTCAGATCGTTGTTCTTCAGTGTATAATCTGGTACAC
MDPIN7 (1) -------——""""--—-—-—-—-——-———-———————- CAGAGTATTATCTGGTACAC
ALPIN7Y (549) GGTTCACTCATGGTTCAGATCGTTGTTCTTCAGTGTATAATCTGGTACAC
CBPIN7 (388) GGCTCCCTTATGGTTCAGATCGTICGTTCTCCAGTGTATAATCTGGTACAC
Consensus (551) GGCTCACTCATGGTTCAGATCGTTGTTCTTCAGTGTATAATCTGGTACAC
601 650

ATPIN7 (476) GCTTCTTCTCTTTCTTTTCGAATACAGAGGAGCTAAGATCTTGATCATGG
MDPIN7 (21) TCTCCTCCTCTICCTICTITCGAGTACCGTGGCGCCAAGCTTCTAATCATGG
ALPINY (599) GCTTCTTCTCTTTCTTTTCGAATACAGAGGAGCTAAGATCTTGATCATGG
CBPIN7 (438) GCTTCTTCTCTTCCTCITCGAATACAGAGGAGCTAAGATCTTGATCATGG
Consensus (601) GCTTCTTCTCTTTCTTTTCGAATACAGAGGAGCTAAGATCTTGATCATGG
651 700

ATPINY (526) AACAGTTTCCAGAGACTGGTGCTTCGATTGTATCGTTCAAAGTTGAGTCC
MDPIN7 (71) AGCAGTTCCCGGAGACCGCCGCCTCCATCGTCTCCTTCAAAGTCGACTCC
ALPIN7Y (649) AACAGTTCCCAGAGACTGGTGCTTCGATTGTATCATTCAAAGTTGAGTCC
CBPIN7 (488) AGCAGTTTCCAGAGACTGGTGCTTCGATTGTTTCGTTCAAAGTTGAGTCC
Consensus (651) AGCAGTTTCCAGAGACTGGTGCTTCGATTGTATCGTTCAAAGTTGAGTCC
701 750

ATPIN7 (576) GATGTTGTTTCTTTAGATGGACATGATTTTCTTGAAACTGATGCTCAAAT
MDPINY (121) GACGTCGTCTCGCTCGACGGTCGCGATTTTCTCGAGACCGACGCCGAAAT
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ALPINY (699) GATGTTGTTTCTTTAGACGGACATGATTTTCTTGAAACTGATGCTCAAAT
CBPIN7 (538) GATGTTGTTTCTTTAGATGGACATGATTTTCTTGAAACTGATGCTCAAAT
Consensus (701) GATGTTGTTTCTTTAGATGGACATGATTTTCTTGAAACTGATGCTCAAAT
751 800

ATPIN7Y (626) CGGTGACGATGGTAAGCTTCATGTTACGGTGAGAAAATCAAACGCTTCTC

)
MDPINY (171) CGGCGACGACGGAAAGCTCCACGTCAAGGTCCGGAAGTCCAACGCATCAA
ALPIN7 (749) CGGTGACGATGGTAAGCTTCATGTTACGGTGAGGAAATCAAACGCTTCTC
CBPIN7 (588) CGGAGACGATGGTAAGCTTCATGTTACGGTGAGGACATCAAACGCTTCAC
)

Consensus (751) CGGTGACGATGGTAAGCTTCATGTTACGGTGAGGAAATCAAACGCTTCTC

V.1.3.3. Sélection, validation et conception des amorces oligonucléotidiques du géne PIN7
a) Sélection du couple d’amorces sens et antisens du géne PIN7
D’apres les résultats de I’alignement multiple, les deux amorces sens et antisens du gene PIN7

ont été choisies en fonction de la stabilité, la spécificité et ’efficacité de I’amplification de la

gPCR (tableau 29). La longueur de la séquence cible du géne PIN7 choisie est de 180 pb.

Tableau 29. Amorces sens et antisens du géne PIN7 choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

Amorce sens 5" a 3' (Forward) PIN7 Amorce antisens 3" a 5' (Reverse) PIN7
591 611 751 770
ATPIN7 (466) TCTGGTACACGCTTCTTCTCT ATPIN7 (626) CGGTGACGATGGTAAGCTTC
MDPIN7 (11) FCTGETACACTCTCCTCETCT MDPIN7 (171)CEECEACCACEEARAGETCE
ALPIN7 (589) TCTGGTACACGCTTCTTCTCT ALPIN7 (749) CGGTGACGATGGTAAGCTTC
CBPIN7 (428) TCTGGTACACGCTTCTTCTCT CBPIN7 (588) CGGAGACGATGGTAAGCTTC
Consen (591) TCTGGTACACGCTTCTTCTCT Consen (751) CGGTGACGATGGTAAGCTTC

b) Validation de la qualité des amorces oligonucléotides du géne PIN7

Comme le montre le tableau 30, on observe que les longueurs et les températures de fusion
obtenues (21 pb et 58,48 °C ; 20 pb et 58,72 °C) sont optimales pour les deux amorces sens et
antisens du géne PIN7 respectivement. On note également 1’absence des structures de dimeéres
et les boucles en épingle a cheveux. Concernant la teneur en GC, les pourcentages sont

optimaux 47,62% et 55,00% pour les deux amorces sens et antisens respectivement.
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Tableau 30. Critéres de selection des amorces sens et antisens du gene PIN7 sur les
programmes Vector NTI et Primer 3. L: longueur des amorces ; Tm: température de fusion (Tf
en °C) ; CG%: teneur en GC ; Any th: structures de diméres d’amorce ; 3'_th: extrémité 3'-
OH (contient G ou C) ; Harpin: boucles en épingle & cheveux.

Amorces Séquences nucléotidiques Start  Len Tm GC% Any th 3'th Hairpin

Sens CCTGAGACTGGTGCGTCC 11 21 58,48 | 47,62 0,00 0,00 0,00

PEERE TCAGCTCCGGTAAGATTCGA | 190 20 58,72 | 55,00 0,00 0,00 0,00

c) Synthese des oligonucléotides dégénérés des amorces sens et antisens du géene PIN7

- L’amorce sens 5' a 3' (Forward) : L’amorce sens sélectionnée du géne PIN7 comporte
trois positions dégénérées. Les deux bases azotées G et T de la onziéme position, les
deux bases T et C de la quatorzieme position et les deux bases T et C de la dix-septiéme
position sont remplacées respectivement par K, Y, Y selon la nomenclature

internationale des oligonucléotides dégénérés (tableau 31) ;

N

- L’amorce antisens 3' a 5' (Reverse) : L’amorce antisens sélectionnée du géne PIN4
comporte d’autres positions dégénérées. Les deux bases azotées A et G de la deuxiéme
position, les deux bases A et T de la huitieme position, les deux bases A et G de la
onzieme position et les trois bases A, G et T de la dix-septiéme position sont remplacées
respectivement par R, W, R et D selon la nomenclature internationale des
oligonucléotides dégénérés (tableau 31).

Tableau 31. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne PIN7 apres

remplacement des positions des bases dégénérées par leurs correspondants dans la
nomenclature internationale des oligonucléotides.

Amorce sens (Forward) PIN7 dégénérée Amorce antisens (Reverse) PIN7 dégénérée

TCTGGTACAC(G/T)CT(T/C)CT(T/C)CTCT G(A/G)AGCTT(A/T)CC(A/G)TCGTC(A/G/T)CCG

TCTGGTACACKCTYCTYCTCT GRAGCTTWCCRTCGTCDCCG
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V.1.4. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne AUX1 (The auxin influx
carrier protein AUXIN-RESISTANT1)

V.1.4.1. Recherche in silico et choix des séquences du géne AUX1 dans les banques de

données de séquences nucléiques (d'ADN)

La recherche in silico des séquences nucléotidiques pour la conception des amorces TIR1 a été
effectuée dans les banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI et DDBJ-
NIG. La méthode de recherche heuristiqgue BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été
utilisée pour chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques et la séquence cible du
gene AUXL. Les quatre séquences nucléotidiques suivantes ont présenté les pourcentages
d’homologie les plus élevés : Mangifera indica (JQ279702.1 ; Li et al., 2012), Lupinus albus
(AM235387.2 ; Oliveros-Valenzuela et al., 2007), Dianthus caryophyllus (AM235386.1 ; Del
Rocio Oliveros-Valenzuela et al., 2008) et Pisum sativum (AB107919.1 ; Hitotsubashi, 2003)
(tableau 32).

Tableau 32. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens AUX1.

Nom du gene Numéro d’accession

MIAUX1 Mangifera indica cultivar Zihua JQ279702.1

LAAUX1 Lupinus albus AM235387.2

DCAUX1 Dianthus caryophyllus AM235386.1

PSAUX1 Pisum sativum AB107919.1
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V.1.4.2. Alignement multiple des séquences MIAUX1, LAAUX1, DCAUX1 et PSAUX1
pour la sélection des amorces du gene AUX1

Apreés avoir choisi les séquences nucléotidiques, un alignement multiple des quatre séquences
MIAUX1, LAAUX1, DCAUX1 et PSAUX1 a été effectué sous format FASTA en utilisant le

programme Vector NTI afin d’établir un couple d’amorces optimales pour la séquence cible du

géne AUXI. Les données suivantes montrent les résultats de 1’alignement multiple des quatre

séquences sélectionnées du gene AUX1 sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

MIAUX1
LAAUX1
DCAUX1
PSAUX1

Consensus

MIAUX1
LAAUX1
DCAUX1
PSAUX1

Consensus

MIAUX1
LAAUX1
DCAUX1
PSAUX1

Consensus

MIAUX1
LAAUX1
DCAUX1
PSAUX1

Consensus

(476)
(388)
(353)
(492)
(501)

(526)
(438)
(403)
(542)

(551)

(576)
(488)
(453)
(592)
(601)

(626)
(538)
(503)
(642)

(651)

501 550
GAACGTCAGCTTCAAGAACCATGTAATTCAGTGGTTCGAAGTGCTTGATG
AAAAGTTGATTTCAGGAACCATGTAATTCAGTGGTTTGAAGTTCTTGATG
AGGTIGTCAACTTCAAAAACCATGTTATTCAGTGGTTTGAGGTATTGGACG
AAATGTTAATTTCAAGAACCATGTTATTCAGTGGTTTGAAGTGCTTGATG

AAATGTTAATTTCAAGAACCATGTTATTCAGTGGTTTGAAGTGCTTGATG

551 600
GGTTACTGGGTCCATATTGGAAAGCTGTTGGCCTTGCATTCAACTGTACT
GACTTTTAGGCAAACACTGGAGGAATCITGGTCTATTTTTCAATTGTACT
GATTATTGGGACCATACTGGAAAGCAGCGGGTTTAGCCTTCAACTGTACT
GATTACTGGGTCCATTTTGGAAAGCATTGGGTCTAGCTTTCAACTGTACT
GATTATTGGGTCCATATTGGAAAGCTGTTGGTCTAGCTTTCAACTGTACT
601 650
TTCCTCCTGTTTGGATCTGTAATACAACTGATAGCCTGTGCAAGTAACAT
TTCCTTCTATTTGGATCAGTAATTCAACTAATTGCCTGTGCCAGTAACAT
TTTCTGCTGTTTGGATCTGTCATTCAACTCATTGCTTGCGCAAGCAACAT
TTCCTTCTCTTTGGATCTGTGATTCAGCTTATAGCTTGTGCAAGCAACAT

TTCCTTCTGTTTGGATCTGTAATTCAACT ATTGCTTGTGCAAGTAACAT

651 700
TTACTACATCAACGACCGATTGGATAAGCGAACATGGACTTATATTTTTG
TTATTACGTAAATGACAATCTGGACAAGAGAACTTGGACTTACATCTTTG
ATACTACATAAATGATCATTTGGACAAGCGGACATGGACATACATATTTG
CTACTACATAAATGACAACTTGGACAAAAGAACTTGGACTTACATATTTG

TTACTACATAAATGACCATTTGGACAAGCGAACTTGGACTTACATATTTG
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701 750

MIAUX1 (676) GTGCTTGCTGTGCCACCACTGTGTTCATCCCTTCCTTTCATAACTACCGA
LAAUX1 (588) GTGCCTGTTGTGCAACTACAGTTTTCATCCCTTCTTTTCACAATTATAGA
DCAUX1 (553) GAGCATGCTGCGCGACAACAGTGTTCATACCATCCTTCCATAACTACAGA
PSAUX1 (692) GAGCATGTTGTGCGACAACTGTGTTCATACCATCGTTTCATAATTATCGT
Consensus (701) GTGCATGTTGTGCGACAACTGTGTTCATCCCTTCCTTTCATAATTATCGA
751 800

MIAUX1 (726) ATCTGGTCTTTTCTCGGCCTCGGCATGACCACTTACACCGCCTGGTATAT
LAAUX1 (638) ATCTGGTCATTCTTGGGACTCATTATGACCACTTACACTGCATGGTATAT
DCAUX1 (603) ATTTGGTCTTTTCTTGGCCTTTTTATGACCACTTATACCGCTTGGTATAT
PSAUX1 (742) ATTTGGTCTTTTCTTGGACTTGGAATGACCACTTACACTGCTTGGTATCT
Consensus (751) ATTTGGTCTTTTCTTGGCCTTGTTATGACCACTTACACTGCTTGGTATAT

V.1.4.3. Sélection, validation et conception des amorces oligonucléotidiques du gene AUX1

a) Sélection du couple d’amorces sens et antisens du géne AUX1

En se basant sur les résultats de I’alignement multiple, les deux amorces sens et antisens du
gene AUXI1 ont été choisies en fonction de la stabilité, la spécificité et ’efficacité de
I’amplification de la gPCR (tableau 33). La longueur de la séquence cible du gene AUX1
choisie est de 191pb.

Tableau 33. Amorces sens et antisens du gene AUXI choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

Amorce sens 5' a 3' (Forward) AUX1 Amorce antisens 3' a 5" (Reverse) AUX1
593 615 765 784

MIAUX1 (568) ACTGTACTTTCCTCCTGTTTGGA MIAUX1 (740) CGECCTCGGCATGACCACTT
LAAUX1 (480) ATEGTACTTTCCTTCTATTTGGA LAAUX1 (652) GGGACTCATTATGACCACTT
DCAUX1 (445) ACTGTACTTTTCTGCTGTTTGGA DCAUX1 (617) TGGCCTTTTTATGACCACTT
PSAUX1 (584) ACTGTACTTTCCTTCTCTTTGGA PSAUX1 (756) TGGACTTGGAATGACCACTT
Consen (593) ACTGTACTTTCCTTCTGTTTGGA Consen (765) TGGCCTTGTTATGACCACTT
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b) Validation de la qualité des amorces oligonucléotides du géne AUX1

D’aprés le tableau 34, on constate que les longueurs et les températures de fusion obtenues (23
pb et 57,63 °C ; 20 pb et 57,03 °C) sont optimales pour les deux amorces sens et antisens du
gene AUX1 respectivement. Pour I’amorce sens, on observe 1’absence de structures de dimeres
et de boucles en épingle a cheveux, alors que I’amorce antisens présente une faible possibilité
(5,01) de formation de diméres. Concernant la teneur en GC, on observe que les pourcentages
sont légerement inférieurs (39,13% et 45,00 %) par rapport aux valeurs optimales comprises

entre 50 et 60 % pour les deux amorces sens et antisens respectivement.

Tableau 34. Criteres de sélection des amorces sens et antisens du gene AUX1 sur les
programmes Vector NTI et Primer 3. L: longueur des amorces ; Tm: température de fusion (Tf
en °C) ; CG%: teneur en GC ; Any th: structures de diméres d’amorce ; 3'_th: extrémité 3'-
OH (contient G ou C) ; Harpin: boucles en épingle a cheveux.

Amorces Séquences nucléotidiques Start | L Tm GC% Any th 3"_th Hairpin

Sens ACTGTACTTTCCTTCTGTTTGGA | 89 23 | 57,63 | 39,13 0,00 0,00 0,00

Antisens AAGTGGTCATAACAAGGCCA 279 20 | 57,03 | 45,00 5,01 0,00 0,00

c) Synthese des oligonucléotides dégénérés des amorces sens et antisens du géne
AUX1

- L’amorce sens 5' a 3' (Forward) : L’amorce sens sélectionnée du gene AUXI1
comporte quatre positions dégénérées. Les deux bases azotées C et T de la deuxieme
position, les deux bases C et T de la onziéme position, les trois bases de la quatorzieme
position et les trois bases G, A et C de la dix-septieme position qui sont remplacées
respectivement par Y, Y, B et V selon la nomenclature internationale des
oligonucléotides dégénérés (tableau 35) ;

- L’amorce antisens 3' a 5' (Reverse) : L’amorce antisens sélectionnée du géne AUX1
comporte six positions dégénérées. Les trois bases azotées A, Tet G de la onzieme
position, les deux bases A et C de la douziéme position, les trois bases C, A et T de la
treizieme position, les deux bases A et G de la quatorzieme position, les deux bases G
et T de la dix-septieme position et les trois bases de la vingtieme position qui sont
remplacées respectivement par D, M, H, R, K et V selon la nomenclature internationale

des oligonucléotides dégénérés (tableau 35).
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Tableau 35. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du gene AUX1 remplacement
des positions des bases dégénérées par leurs correspondants dans la nomenclature
internationale des oligonucléotides.

Amorce sens (Forward) AUX1 dégenérée Amorce antisens (Reverse) AUX1 dégénéree
A(CIT)TGTACTTT(CIT)CT(T/GIC)CT(G/A/IC)TTTGGA AAGTGGTCAT(A/T/G)(A/C)(C/AIT)(A/G)AG(G/T)CC(A/GIC)
AYTGTACTTTYCTBCTVTTTGGA AAGTGGTCATDMHRAGKCCV

V.1.5. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne TIR1
(The Transport inhibitor response 1)

V.1.5.1. Recherche in silico et choix des séquences du gene TIR1 dans les banques de

données de séquences nucléiques (d'ADN)

La recherche in silico des séquences nucléotidiques pour la conception des amorces TIR1 a été
effectuée dans les banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI et DDBJ-
NIG. La méthode de recherche heuristique BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été
utilisée pour chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques et la séquence cible du
gene TIR1. Les quatre séquences nucléotidiques suivantes ont présenté les pourcentages
d’homologie les plus élevés : Dimocarpus longan (GQ870264.2 ; Chen et al., 2018), Prunus
salicina (KJ018741.1 ; El-Sharkawy et al., 2014), Fragaria x ananassa (JX292971.1 ; Estrada-
Johnson et al., 2017) et Morus alba (KJ787017.1 ; Lin et al., 2016) (tableau 36).

Tableau 36. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens TIRL.

Nom du géne Numéro d’accession

DLTIR1 Dimocarpus longan GQ870264.2

PSTIR1 Prunus salicina KJ018741.1

FATIR1 Fragaria x ananassa JX292971.1

MATIR1 Morus alba var. multicaulis KJ787017.1
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V.1.5.2. Alignement multiple des séquences DLTIR1, PSTIR1, FATIR1 et MATIRL1 pour
la sélection des amorces du géne TIR1

Apreés avoir choisi les séquences nucléotidiques, un alignement multiple des quatre séquences
DLTIR1, PSTIR1, FATIR1 et MATIRL a été effectué sous format FASTA en utilisant le

programme Vector NTI afin d’élaborer un couple d’amorces optimales pour la séquence cible

du gene TIR1. Les données suivantes montrent les résultats de 1’alignement multiple des quatre

séquences sélectionnées du gene TIR1 sur les programmes Vector NT1 et Primer 3.

DLTIR1
PSTIR1
FATIR1
MATIR1

Consensus

DLTIR1
PSTIR1
FATIR1
MATIRI1

Consensus

DLTIR1
PSTIR1
FATIR1
MATIRI1

Consensus

DLTIR1
PSTIRI1
FATIRI
MATIRI1

Consensus

(253)
(189)
(120)
(345)

(351)

(303)
(239)
(170)
(395)

(401)

(353)
(289)
(220)
(445)

(451)

301 350
AACGCGATATCGCTGGTGTGCAAGTCGTGGTACGAGATCGAGAGGTGGTG
AACTCGATCTCGATGGTGTGCAAGTCGTGGTACGAGATCGAGCGATGGTG
AACTCGATCTCGCTGGTGTGCAAGTCGTGGTACGAGATCGAACGGTGGTG
AACTCGATCTCGATGGTGTGCAAGTCGTGGTACGAGATCGAGCGGTGGTG

AACTCGATCTCGCTGGTGTGCAAGTCGTGGTACGAGATCGAGCGGTGGTG

351 400
CAGGAGGAGGATATTCGTGGGGAACTGCTACGCCGTGAGCCCTAGGATGG
CAGGAGGAGAATATTCATCGGGAACTGCTACGCCGTGAGCCCTAGGATGA
CAGGAGGAGGATATTCGTCGGGAACTGCTACGCTGTCAGCCCTAGGATTA
CCGGAGGAGGATCTTCGTCGGCAACTGCTACGCTGTGAGCCCTAGAATGG

CAGGAGGAGGATATTCGTCGGGAACTGCTACGCTGTGAGCCCTAGGATGG

401 450
TGATCAGGCGGTTCCCGGAGGTGAGGTCGGTGGAGATGAAAGGGAAGCCT
TGATCAGACGGTTCCCAGACATTAGATCCATCGAGCTCAAAGGGAAGCCT
TGATCAGACGGTTCCCAGACGTTAGATCCATCACGCTCAAAGGGAAGCCT
TGATCAGGAGGTTCCCGGAGGTGAGATCCATCGAGCTGAAGGGGAAGCCG

TGATCAGGCGGTTCCCGGAGGTTAGATCCATCGAGCTGAAAGGGAAGCCT

451 500

CACTTCGCCGACTTCAATTTGGTCCCTGACGGTTGGGGAGGCTACGTCTA
CACTTTGCCGACTTTAATCTGGTCCCTGAAGGCTGGGGTGGCTATGTCCA
CACTTCGCCGACTTCAATCTGGTCCCGGAGGGCTGGGGTGGCTATGTGTA
CACTTCGCCGACTTCAATCTGGTGCCGGAGGGTTGGGGTGGCTATGTCGA

CACTTCGCCGACTTCAATCTGGTCCCTGAGGGTTGGGGTGGCTATGTCTA
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V.1.5.3. Sélection, validation et conception des amorces oligonucléotidiques du géne TIR1

a) Sélection du couple d’amorces sens et antisens du géne TIR1

En se basant sur les résultats de I’alignement multiple, les deux amorces sens et antisens du
gene TIR1 ont été choisies en fonction de la stabilité, la spécificité et 1’efficacité de
I’amplification de la gPCR (tableau 37). La longueur de la séquence cible du gene TIR1 choisie
est de 164 pb.

Tableau 37. Amorces sens et antisens du gene TIRI choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

Amorce sens 5" a 3' (Forward) TIR1 Amorce antisens 3" a 5' (Reverse) TIR1
314 332 458 477
DLTIR1 (216 MECTCTGCARCTCCTCETA DLTIR1 (360) CCGACTTCAATTTGGTCCCT
PSTIR1 (152) TGGTGTGCAAGTCGTGETA PSTIR1 (296) CCGACTTTAATCTGGTCCCT
FATIR] (83) MGGTGTGCAAGTCGTGGTA FATIR1 (227) CCGACTTCAATCTGGTCCCG
MATIRI (308) TCETETCCARGTCCTEETA MATIR1 (452) CCGACTTCAATCTCETGECG
Consen (314) TGGTGTGCAAGTCGTGGTA Consen (458) CCGACTTCAATCTGGTCCCT

b) Validation de la qualité des amorces oligonucléotides du géne TIR1

Le tableau 38 montre les critéres de sélection des amorces sens et antisens du géne TIR1. Il en
ressort que les longueurs et les températures de fusion obtenues (19 pb et 59,18 °C ; 20 pb et
59,09 °C) sont optimales pour les amorces sens et antisens respectivement. Ainsi, on remarque
I’absence de structures de dimeres et de boucles en épingle a cheveux. Concernant la teneur en
GC, on note que les pourcentages sont optimaux et de méme valeur 52,63% pour les deux
amorces sens et antisens (tableau 38).

Tableau 38. Criteres de sélection des amorces sens et antisens du gene TIR1 sur les
programmes Vector NTI et Primer 3. L: longueur des amorces ; Tm: température de fusion (Tf

en °C) ; CG%: teneur en GC ; Any th: structures de diméres d’amorce ; 3'_th: extrémité 3'-
OH (contient G ou C) ; Harpin: boucles en épingle a cheveux.

Amorces Séquences nucléotidiques Start  Len Tm | GC% | Any th @ 3'_th Hairpin

Sens TGGTGTGCAAGTCGTGGTA 20 19 59,18 | 52,63 0,00 0,00 0,00

EENEI AGGGACCAGATTGAAGTCGG | 183 20 59,09 | 52,63 0,00 0,00 0,00
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c) Synthese des oligonucleotides dégénérés des amorces sens et antisens du géne TIR1

- L’amorce sens 5' a 3' (Forward) : L’amorce sens sélectionnée du gene TIR1 ne
comporte aucune position degénérée (tableau 39) ;

- L’amorce antisens 3' a 5' (Reverse) : L’amorce antisens sélectionnée du géne TIR1
comporte quatre positions dégenérées. Les deux bases azotées A et C de la premiére
position, les deux bases G et C de la quatriéme position, les deux bases G et A de la
neuvieme position et les deux bases G et A de la treizieme position qui sont remplacées
respectivement par M, S, R et R selon la nomenclature internationale des

oligonucléotides dégénérés (tableau 39).

Tableau 39. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne TIR1 aprées
remplacement des positions des bases dégenérées par leurs correspondants dans la
nomenclature internationale des oligonucléotides.

Amorce sens (Forward) TIR1 dégénérée Amorce antisens (Reverse) TIR1 dégénérée
TGGTGTGCAAGTCGTGGTA (AIC)GG(G/IC)ACCA(G/A)ATT(G/A)AAGTCGG
TGGTGTGCAAGTCGTGGTA MGGSACCARATTRAAGTCGG
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V.1.6. Conception in silico d’amorces oligonucléotidiques du géne ABP1 (The Auxin-
Binding Protein 1)

V.1.6.1. Recherche in silico et choix des séquences du géne ABP1 dans les banques de
données de séquences nucléiques (d'ADN)

La recherche in silico des séquences nucléotidiques pour la conception des amorces TIR1 a été
effectuée dans les banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI et DDBJ-
NIG. La méthode de recherche heuristique BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) a été
utilisée pour chercher I’homologie entre les séquences nucléotidiques et la séquence cible du
gene ABPL. Les quatre sequences nucléotidiques suivantes ont présenté les pourcentages
d’homologie les plus élevés : Prunus salicina (JN176136.1 ; EI-Sharkawy et al., 2012), Vitis
vinifera (NM_001281097.1 ; Da Silva et al., 2013), Zea mays (NM_001111842.1 ; Dahlke et
al., 2009) et Gossypium hirsutum (EF189197.1 ; Hu et al., 2006) (tableau 40).

Tableau 40. Liste des genes sélectionnés en fonction des espéces et du numéro d’accession
pour la conception des amorces sens et antisens ABP1.

Nom du géne Numéro d’accession

PSABP1 Prunus salicina JN176136.1

VVABP1 Vitis vinifera NM_001281097.1

ZMABP1 Zea mays NM_001111842.1

GHABP1 Gossypium hirsutum EF189197.1
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V.1.6.2. Alignement multiple des séquences PSABP1, VVABP1, ZMABP1 et GHABP1

pour la sélection des amorces du géne ABP1

Apreés avoir choisi les séquences nucléotidiques, un alignement multiple des quatre séquences
PSABP1, VVABP1, ZMABP1 et GHABP1 a été effectué sous format FASTA en utilisant le
programme Vector NTI afin d’établir un couple d’amorces optimales pour la s€quence cible du
géne ABP1. Les données suivantes montrent les résultats de I’alignement multiple des quatre

séquences sélectionnées du gene ABP1 sur les programmes Vector NTI et Primer 3.
201 250

PSABP1 (194) CTGTTGCTGGTTCACTCTTGCATGGGTTGAAAGAGGTAGAGGTTTGGCTG
VVABP1 (155) CTGTTGCAGGTTCACTCATGCATGGGATGAAAGAGGTTGAGGTGTGGCTT
ZMABP1 (176) CAGTTGCTGGTGCGCTCAATCATGGGATGAAGGAGGTGGAAGTGTGGCTT
GHABP1 (173) CTGTTGCTGGTTCTCTICTTGCATGGGTTGAAAGAAGTTGAGGTTTGGCTT

Consensus (201) CTGTTGCTGGTTCACTCTTGCATGGGTTGAAAGAGGTTGAGGTTTGGCTT

251 300
PSABP1 (244) CAAACATTTTCTCCAGGATCAGGCACACCAATACACAGGCATTCCTGTGA
VVABP1 (205) CAAACATTTTCCCCAGGATCACACACGCCAATCCATAGGCATTCATGTGA
ZMABP1l (226) CAGACAATAAGTCCAGGTCAAAGGACGCCAATCCACAGGCATTCCTGTGA
GHABP1 (223) CAAACATTTGCACCAGGATCGCGCACGCCGATCCATAGGCACTCTTGTGA

Consensus (251) CAAACATTTTCTCCAGGATCACGCACGCCAATCCATAGGCATTCCTGTGA

301 350
PSABP1 (294) AGAAGTTTTTGTTGTCCTAAAGGGGAGTGGAACTCTCTACCTTGCACCAA
VVABP1 (255) AGAAGTTTTTGTTGTCCTAAAGGGGAGCGGCACACTCTATCTTGCCTCAA
ZMABP1l (276) AGAAGTTTTCACTGTCCTCAAAGGGAAGGGTACGCTCTTGATGGGATCAA
GHABP1 (273) AGAAGTTTTTGTTGITCTCAAGGGCAGTGGCACTCTATATCTCGCCTCGA

Consensus (301) AGAAGTTTTTGTTGTCCTCAAGGGGAGTGGCACTCTCTATCTTGCCTCAA

351 400
PSABP1 (344) ACTCACACGAGAAGTCCCCTGGAAAACCACAAGAATTCTCTGICTTTGCA
VVABP1 (305) GTTCACATGAGAAGCATCCAGGAAAACCCCAAGAGTATCCCATCGTITTCA
ZMABP1 (326) GCTCACTA---AAGTACCCAGGGCAGCCACAGGAAATTCCTTTCTTTCAG
GHABP1 (323) GTTCTAAT---AAGTACCCTGGAAAACCGGAGGAGCACTTTATATTTTCG

Consensus (351) GTTCACATGAGAAGTACCCTGGAAAACCACAGGAGTTTTCTATCTTTTCG
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401 450
PSABP1 (394) AATAGCACATTTCACATACCTGTTAACGATGCTCACCAGGTCCGGAATAC
VVABP1 (355) AATAGCATATTTCATATCCCTGTTAATGATGTTCACCAGGTCTGGAATAC
ZMABP1 (373) AATACCACATTTTCAATCCCTGTAAGTGATCCACACCAGGTTTGGAATTC
GHABP1 (370) AATAGCACGCTTCATATCCCTGTCAATGATGTTCACCAGGTCTGGAATAC

Consensus (401) AATAGCACATTTCATATCCCTGTTAATGATGTTCACCAGGTCTGGAATAC

V.1.6.3. Sélection, validation et conception des amorces oligonucléotidiques du géne ABP1
a) Sélection du couple d’amorces sens et antisens du géne ABP1

D’apres les résultats de I’alignement multiple, les deux amorces sens et antisens du géne ABP1

ont été choisies en fonction de la stabilité, la spécificité et ’efficacité de 1’amplification de la

gPCR (tableau 41). La longueur de la séquence cible du gene ABP1 choisie est de 167 pb.

Tableau 41. Amorces sens et antisens du gene ABP1 choisies a partir de [’alignement multiple
des séquences nucléotidiques sur les programmes Vector NTI et Primer 3.

Amorce sens 5' a 3' (Forward) ABP1 Amorce antisens 3' a 5' (Reverse) ABP1
233 252 421 443
PSABP1 (226) GAGGTAGAGGTTTGCCTGCA PSABP1 (414) TGTTAACGATGCTCACCAGGTCC
VVABP1 (187) GAGGTTGAGGT GTGGCTTCA VVABP1 (375) TGTTAATGATGTTCACCAGGTCT
ZMABP1 (208) GAGGTGGAAGTGTGGCTTCA ZMABP1 (393) TGTAAGTGATCCACACCAGCTTT
GHABP1 (205) GAAGTTGAGGTTTGCCTTCA GHABP1 (390) IGTCAATGATGTTCACCAGGTCT
Consen (233) GAGGTTGAGGTTTGGCTTCA Consen (421) TGTTAATGATGTTCACCAGGTCT

b) Validation de la qualité des amorces oligonucléotides du géene ABP1

D’aprés le tableau 42, on remarque que les longueurs et les tempeératures de fusion obtenues
(20 pb et 58,02 °C ; 23 pb et 57,76 °C) sont optimales pour les amorces sens et antisens du géne
ABP1 respectivement. Par ailleurs, on note ’absence de structures de diméres et de boucles en
épingle a cheveux. Concernant la teneur en GC, on constate que ce pourcentage est optimal
pour I’amorce sens (50,00%), alors que celui de l’amorce antisens est légerement

inférieur (39,13%).
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Tableau 42. Criteres de sélection des amorces sens et antisens du gene ABP1 sur les
programmes Vector NTI et Primer 3. L: longueur des amorces ; Tm: température de fusion (Tf
en °C) ; CG%: teneur en GC ; Any th: structures de diméres d’amorce ; 3'_th: extrémité 3'-
OH (contient G ou C) ; Harpin: boucles en épingle & cheveux.

Amorces Séquences nucléotidiques Tm GC% Any_th 3'_th Hairpin

Sens GAGGTTGAGGTTTGGCTTCA 34 20 58,02 | 50,00 0,00 0,00 0,00

LEENE AGACCTGGTGAACATCATTAACA | 200 23 57,76 | 39,13 000 0,00 0,00

c) Syntheése des oligonucléotides dégénérés des amorces sens et antisens du gene ABP1

- L’amorce sens 5' a 3' (Forward) : L’amorce sens sélectionnée du géne ABPI
comporte cing positions dégénérées. Les deux bases azotées G et A de la troisiéme
position, les trois bases T, A et G de la sixieme position, les deux bases azotées G et A
de la neuviéme position, les deux bases azotées T et G de la douziéme position et les
deux bases azotées T et G de la dix-huitiéme position sont remplacées respectivement
par R, D, R, K et K selon la nomenclature internationale des oligonucléotides
dégenérés (tableau 43).

- L’amorce antisens 3' a 5' (Reverse) : L’amorce antisens sélectionnée du géne ABP1
comporte huit positions dégénérées. Les deux bases azotées A et G de la premiere
position, les deux bases G et A de la deuxieme position, les deux bases A et T de la
onzieme position, les deux bases A et G de la douzieme position, les deux bases C et G
de la treizieme position, les deux bases A et G de la dix-septieme position, les deux
bases T et C de la dix-neuvieme position et les trois bases A, T et G de la vingtiéme
position qui sont remplacées respectivement par R, R, W, R, S, R, Y et D selon la
nomenclature internationale des oligonucléotides dégénérés (tableau 43).

Tableau 43. Couple d’amorces sens et antisens oligonucléotides du géne ABP1 aprés

remplacement des positions des bases dégénérées par leurs correspondants dans la
nomenclature internationale des oligonucléotides.

Amorce sens (Forward) ABP1 dégénérée Amorce antisens (Reverse) ABP1 dégénérée

GA(G/A)GT(T/AIG)GA(G/A)GT(T/G)TGGCT(T/G)CA | (AIG)(G/A)ACCTGGTG(AIT)(A/G)(CIG)ATC(A/G)(T/C)T(AIT/G)ACA

GARGTDGARGTKTGGCTKCA RRACCTGGTGWRSATCRYTDACA
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V.1.7. Modalités d’acquisition des amorces oligonucléotidiques

Apres la validation de la qualité des amorces oligonucléotides, un kit des amorces sens et
antisens des genes PIN1, PIN4, PIN7, AUX1, ABP1 et TIR1 a été commandé pour étudier
I’expression de ces génes et leurs roles dans le transport et la perception de I’auxine dans les
boutures et les racines adventives de 1’arganier. Les amorces oligonucléotides dégénérées ont

été obtenues par synthése chimique selon les séquences congues précédemment par la présente

étude. La figure suivante présente le Kit des amorces oligonucléotides des génes PIN1, PIN4,
PIN7, AUX1, ABP1 et TIR1.

Figure 74. Amorces oligonucléotidiques des principaux genes étudiés intervenants dans
[’homéostasie de [ ‘auxine (PIN1, PIN4, PIN7, AUX1, ABPI et TIR1). A : réception des amorces
oligonucleotides ; B : kit des amorces concentrées sous forme liquide ; C : dilution des amorces
pour ’amplification par la QPCR ; D : conservation a - 80°C des cupules des amorces sens et
antisens des six genes étudiés apres dilution.
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V.2. Discussion

La présente étude vise I’identification et la conception in silico d’amorces oligonucléotidiques
de six principaux génes intervenant dans 1’influx (AUX1), I’efflux (PIN1, PIN4 et PIN7) et la
perception (ABP1 et TIR1) de 1’auxine qui est I’hormone impliquée dans la formation des
racines. La conception d'amorces oligonucléotidiques est I'aspect le plus important de la qPCR,
un outil spécifique, efficace et rentable pour la sélection de clones dotés d’une grande capacité
d’enracinement et une meilleure aptitude a la multiplication. En effet, I'amplification sélective
des acides nucléiques, initialement présents en faibles quantités dans les echantillons testés,
fournit un outil puissant pour I'analyse de ces acides nucléiques (Van Pelt-Verkuil et al., 2008).
L'amplification en chaine par polymérase (ACP) ou réaction de polymérisation en chaine,
généeralement siglé PCR de I'anglais (polymerase chain reaction) est une réaction enzymatique
qui suit des principes mathématiques relativement simples. Cependant, les scientifiques
s'appuient souvent sur leur intuition afin d’optimiser la réaction. Ainsi, pour que la PCR soit
efficace et rentable, certains substrats sont nécessaires tels que I'ADN polymérase thermostable
Taq, le tampon de la réaction, les quatre désoxyribonucléotides triphosphates (NTP : dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), les agents stabilisants (MgCl.) et les amorces oligonucléotidiques (petite
séquence d’acide nucléique plus courte que le brin matrice) (Bhat et Rao, 2020). L'efficacité et
la sensibilité de la PCR dépendent largement de I'efficacité des amorces. La capacité d'un
oligonucléotide a servir d'amorce pour la PCR dépend de plusieurs critéres tels que la longueur
de I'amorce, la température de fusion, le pourcentage de GC, la spécificité de I'extrémité 3', les
diméres d’amorces, les structures secondaires, etc (Abd-Elsalam, 2003 ; Singh et Kumar, 2001).
D’apres les résultats obtenus, les longueurs des séquences cibles des six genes d’intérét étudiés
(PIN1, PIN4, PIN7, AUX1, TIR1 et ABP1) n’ont pas déplacé 200 pb. Des résultats similaires
ont déja été approuvés par plusieurs chercheurs qui ont démontré que la longueur de la séquence
cible est directement proportionnelle & I'efficacité d'amplification de la PCR (Wu et al., 2021).
En principe, la distance entre les deux amorces peut se situer entre moins de 0,1 et quelques
kilobases. En effet, on observe une réduction substantielle du rendement de 1’amplification de
I’ADN lorsque les amorces sont distantes de plus de 3 Kb environ (Wang et Seed, 2003). Les
résultats obtenus ont montré également que les amorces des six genes étudiés ont des longueurs
optimales comprises entre 18 et 23 pb. En effet, selon Wu et al. (2021) la longueur d'une amorce
est un parametre critique de la spécificité et l'efficacité de 1’amplification de la PCR. D’une
facon générale, des amorces d'une longueur comprise entre 15-30 nucléotides ameliorent

fortement le rendement et sont considérés comme étant les meilleurs. Les amorces de longueur
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inférieure a 16 pb ne sont généralement pas spécifiques de la séquence d’ADN cible. En
revanche, des amorces de 20 pb sont habituellement trés efficaces et n'ont qu'une tres faible
probabilité d'exister de facon fortuite dans le génome (Kapley et al., 2000). Ainsi, des amorces
plus longues (28-35 pb) sont utilisées pour rechercher les homologues génétiques entre les
différentes especes ou lorsque la complémentarité entre le complexe amorces-séquence cible
est trés faible. Par ailleurs, les résultats de la présente étude ont montré que toutes les amorces
congues ont des températures de fusion comprises entre 50,57 et 59,74 °C. Les recherches
précédentes ont montré que les températures de fusion optimales (Tm ou Tf) pour les amorces
se situent entre 52-58 °C, bien que la gamme serait étendue a 45-65 °C. Les données montrent
également que la différence de température entre les deux amorces de chaque couple
d’oligonucléotides ne dépasse pas 2 °C sauf pour les amorces du gene PINL1. Ces résultats
concordent avec ceux de Singh et Kumar (2001) qui ont montré que les deux amorces
d’oligonucléotides doivent étre congues de sorte que les températures de fusion ne différérent
pas de plus de 5 °C. En effet, plus les amorces différent en termes de Tf, plus I’amplification
serait moins efficace et le rendement plus faible. Ainsi, d’aprés les résultats obtenus, le
pourcentage de GC des amorces de tous les génes étudiés a été compris entre 39,13 et 66,67%.
Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Hube et al. (2005) qui ont montré que les
amorces composées de 50 a 60% de GC sont fortement recommandées. En effet, le pourcentage
de GC réduit la formation de structures secondaires et contréle strictement la température de
fusion (Li et al., 2011). Concernant la qualité des amorces, on constate I’absence de structures
secondaires, de structures de diméres d’amorce et de boucles en épingle a cheveux dans toutes
les amorces congues. Plusieurs études ont montré également que les séquences
complémentaires entre I'extrémité 3' d'une molécule d'amorce et I'extrémité 5' d'une autre
molécule d'amorce devraient étre évitées afin d’empécher I’hybridation entre amorces ou la
formation de dimeres d’amorce. En effet, plus la formation de dimeres d’amorce augmente,
plus la spécificité d'amplification est réduite de maniére significative (Hecker et al., 1996). Par
ailleurs, les nucléotides de la position terminale 3” des amorces PCR jouent un rdle essentiel
dans le blocage du mauvais amorcage (Hwang et al., 2003). Par conséquent, I’extrémité 3 doit
contenir les nucléotides G ou C pour une liaison efficace entre I'amorce et la séquence matrice
cible. Ce « crampon GC » au niveau de I’extrémité 3’ contribue a la stabilité de ’amorce et a
la réduction de la « respiration » a cause de la liaison hydrogeéne triple entre les résidus G/C
(Singh et al., 2001). Un autre facteur important a prendre en compte lors de la conception d’une
amorce est la présence de structures secondaires. Cela réduit considérablement le nombre de

molécules d'amorces disponibles pour I’amplification dans la réaction PCR. En effet, la
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présence de boucles en épingle a cheveux réduit I’efficacité de la réaction en limitant la capacité

de se lier & la séquence cible (Singh et al., 2001).
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La présente étude a traité divers aspects relatifs a la caractérisation de la composition chimique
des graines et feuilles d’arganier, 1’analyse de la croissance et la physiologie des boutures semi-
ligneuses et I’identification in silico des génes contrblant le transport et I'noméostasie de
l'auxine ainsi que la rhizogenése adventive des boutures d’arganier. La premiére partie de cette
étude a porté sur l'analyse du potentiel de la spectroscopie moyen infrarouge (MIR) a
transformée de Fourier couplée a la chimiométrie dans la caractérisation de la composition
chimique des graines et feuilles d’arganier (Argania spinosa (L.) Skeels) en fonction de
I’origine géographique (« la forét d’Admine » et « I’Arboretum de Oued Cherrat »). Les
résultats obtenus ont permis de mettre en évidence le pouvoir discriminant de la spectroscopie
MIR pour I’analyse quantitative et qualitative des graines et feuilles d’arganier en traitant un
grand nombre d’échantillons et sans préparation, ou avec une préparation minimale. Cette
méthode est tres préconisée en tant que technique préliminaire aux méthodes séparatives ou
pour caractériser les substances naturelles organiques. En effet, la région spectrale de la
spectroscopie MIR offre 1’accés aux vibrations des molécules chimiques presentes chez les
especes oléagineuses et différentes bandes d’absorption correspondant a des spectres
caractéristiques d'acides gras. Les zones spectrales de nombres d'ondes (4000-3200 cm™ ;
2600-1800 cm™ ; 1690-1470 cm™ ; 700-600 cm™) n’ont pas révélé d'informations sur les
acides gras et sont susceptibles de provoquer des interférences avec la vapeur d’eau, le CO3 et
les signaux bruyants. Les zones spectrales de nombres d'onde sélectionnées (3200-2600 cm'?,
1800-1690 cm™ et 1470-700 cm™) ont été utilisées pour comparer les échantillons des graines
et feuilles d’arganier. Les résultats ont montré que la composition chimique est fortement
influencée par ’origine géographique des échantillons étudiés. Ces résultats montrent que la
spectroscopie moyen infrarouge a transformée de Fourier est une technique analytique rapide,
efficace, fiable et qui présente de larges perspectives d'application dans la détermination de
parametres chimiques des graines ou de feuilles d’arganier.

Les résultats de la deuxieme partie nous ont permis de déduire que 1’arganier a une grande
aptitude a la multiplication végétative par bouturage semi-ligneux et que cette technique
pourrait étre adoptée pour promouvoir les programmes de sélection, la restauration des foréts
d’arganier et la multiplication en masse de 1’arganier pour les vergers modernes. Les résultats
obtenus ont clairement montré que la croissance et le développement des racines adventives et
des pousses des boutures semi-ligneuses d'Argania spinosa ont été significativement influencés
par le type et la concentration d'auxine, ainsi que le clone. Lors de cette méme étude, les

résultats ont révélé une variation entre les différents clones étudiés. En effet, les boutures
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prélevées sur les clones ASOC1 et ASOC4 ont montré un débourrement et un enracinement
plus importants que celles des clones ASOC2 et ASOC3. Par ailleurs, il a été observe que tous
les traitements, a l'exception du témoin, ont induit le débourrement et I'enracinement des
boutures et que l'application d'AIB a été plus efficace que celle de ’ANA et de I’AIA. Ainsi,
l'application d’une concentration de 3000 mg.I* d'AIB sur les boutures du clone ASOC1 a été
le meilleur traitement en termes de nombre de pousses (1,81), longueur des pousses (15,94 cm),
nombre de racines (41), longueur des racines (22,94 cm), débourrement (81,75%),
enracinement (60,75%) et survie (96,25%). Cette eétude a aussi révélé que la réussite du
débourrement et de I'enracinement des boutures d'arganier a été significativement influencée
par la solution nutritive, le type de bouture et la position de prélevement. Les boutures semi-
ligneuses prélevées a partir de la position médiane et irriguées avec une solution QL ont donné
le nombre de pousses (1,81), la longueur des pousses (16,88 cm) et le pourcentage de
débourrement (85,69%) les plus élevés suivies des boutures semi-ligneuses prélevées de la
position médiane et traitées avec une solution WPM (1,75 £ 0,09 ; 16,13 £ 0,66 cm ; 79,54 +
1,17 respectivement). Les boutures semi-ligneuses prélevées de la position basale et irriguées
avec la solution Hoagland ont produit les meilleurs résultats en termes de nombre de racines
(44,63), de longueur de racines (28,86 cm), de pourcentage d'enracinement et de taux de réussite
les plus élevés avec 63,81% et 96,09%, respectivement. Concernant les effets du type de
substrat, du diametre des boutures et du nombre de feuilles sur les boutures de 1’arganier, les
résultats indiquent clairement que les boutures de diamétres de 0,1-0,3 cm et les boutures
défoliées n’ont pas produit de pousses ou de racines et ont montré un taux de mortalité de 100%.
Les meilleurs résultats en termes de nombre de pousses, de longueur des pousses, de capacité
de débourrement ainsi que de taux de réussite ont été obtenus chez les boutures de 0,3-0,6 cm
de diametre avec 4 feuilles et plantées dans un mélange de sable et de tourbe. Le nombre de
racines, la longueur des racines et le taux d’enracinement les plus éleves ont été enregistrés
chez les boutures de 0,3-0,6 cm de diamétre avec 4 feuilles et plantées dans un substrat de sable
fin. Cette étude a révélé également que la multiplication clonale de I’arganier dans un substrat
de sable fin serait une technique prometteuse pour la multiplication de cette espece endémique.
En outre, cette technique de multiplication pourrait grandement faciliter la domestication d’un
matériel végétal génétiquement homogene pour les vergers d’arganier.

La troisieme partie de cette étude a permis I’identification et la conception in silico d’amorces
oligonucléotidiques de six principaux genes intervenant dans I’influx (AUX1), I’efflux (PIN1,
PIN4 et PIN7) et la perception (ABP1 et TIR1) de I’auxine et impliqués dans la formation des

racines. Apres avoir effectué une recherche d’homologie entre les séquences nucléotidiques par
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la méthode BLAST a partir des banques de données génomiques GenBank-NCBI, EMBL- EBI
et DDBJ-NIG, la conception des amorces oligonucléotidiques par les programmes Vector NTI
et Primer 3 nous a permis de désigner six paires d’amorces sens et antisens optimales en
fonction de leurs tailles (100 et 200 pb), longueurs des amorces (18 et 23 pb), température de
fusion (50,57 et 59,74 °C), pourcentage de GC (39,13 et 66,67%), ainsi que les parametres de
qualité des amorces comme 1’absence de structures secondaires et de structures de dimeres
d’amorce ou formes de boucles en épingle a cheveux. Les résultats obtenus ont permis de
conclure que les amorces oligonucléotidiques congues par I’outil bio-informatique ont
I’avantage d’étre stables et de posséder des propriétés adaptées a I’amplification et a la détection
par la gPCR, ce qui permet de contribuer a la sélection de clones d’arganier dotés d’une grande

capacité d’enracinement et une meilleure aptitude a la multiplication.
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Perspectives

En perspective de notre travail, nous recommandons les points suivants :

Approfondir les études scientifiques sur les techniques spectroscopiques alternatives ou
complémentaires a la MIR comme la spectroscopie proche infrarouge, la spectroscopie
Raman ou I’imagerie hyper-spectrale afin de fournir des indications nouvelles sur la
qualité des graines et feuilles d’arganier ;

Compléter les recherches par les différentes techniques de séparation analytique,
principalement la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS) et la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS) pour une quantification précise des molécules biochimiques et une
confirmation des analyses spectrales ;

Mener des essais en fonction des saisons pour déterminer les périodes les plus
favorables pour le prélévement des boutures en vue d’une propagation clonale réussie ;
Planifier des ¢études sur la volumétrie et le type du conteneur afin d’améliorer la
croissance racinaire des plants d’arganier ;

Approfondir les recherches sur les mécanismes anatomiques, histologiques et
physiologiques pour mieux comprendre la croissance et le développement des plants
I’arganier ;

Elargir les recherches sur les génes de la biosynthése de I’auxine et son interaction avec
les cytokinines dans les tissus des boutures de 1’arganier pour déterminer un équilibre
optimal auxine/cytokinine ;

Appliquer les amorces oligonucléotides congues in silico en biologie moléculaire pour
identifier les génes impliqués dans I’enracinement des boutures de 1’arganier et étudier

leur expression.
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Résumeé

Le travail de cette thése consiste a optimiser les techniques de la multiplication végétative de 1’arganier
(Argania spinosa (L.) Skeels) afin de contribuer a sa domestication et favoriser la création de vergers
modernes « Arganiculture », ainsi que la restauration de ’arganeraie. A cet effet, nous nous sommes
intéressés a ’analyse de la composition chimique des graines et des feuilles, des mécanismes de
croissance, de la physiologie des boutures semi-ligneuses ainsi qu’a 1’identification in silico des
principaux genes contrdlant I'hnoméostasie de I'auxine. Dans un premier temps, nous avons démontré que
I’analyse moyen infrarouge a transformée de Fourier couplée & la chimiométrie a permis une
caractérisation rapide de la composition chimique des graines et des feuilles d’arganier. L’étude
physiologique de différents facteurs endogénes et exogénes a montré que les boutures semi-ligneuses
plantées dans un substrat de sable fin, traitées avec 3000 mg.I"* d’AIB et irriguées avec la solution
nutritive Hoagland ont présenté une amélioration qualitative et quantitative du systéme racinaire des
plants d’arganier : le nombre de racines, la longueur des racines et le pourcentage d’enracinement ont
¢été respectivement de 45,06, 33,63 cm et 65%. Enfin, dans le but d’améliorer 1’efficacité du bouturage
et pour mieux comprendre les mécanismes de la rhizogenése, nous avons réalisé une étude bio-
informatique qui a permis initialement 1’identification de six principaux génes intervenant dans 1’influx
(AUX1), Pefflux (PIN1, PIN4 et PIN7), la perception (ABP1 et TIR1) de I’auxine et par la suite la
conception in silico d’amorces oligonucléotidiques efficientes favorisant une meilleure spécificité de la
PCR quantitative (qPCR).

Mots-clés : Argania spinosa, domestication, multiplication végétative, bouturage, rhizogenese
adventive, spectroscopie, amorces oligonucléotides.

Abstract

This study consists in optimizing the vegetative propagation techniques of the argan tree (Argania
spinosa (L.) Skeels) in order to contribute to its domestication and promote the creation of modern
orchards "Arganiculture”, as well as the restoration of the argan grove. We are indeed interested in the
analysis of the chemical composition of seeds and leaves, growth mechanisms, the physiology of semi-
woody cuttings as well as the in silico identification of the main genes controlling auxin homeostasis.
First, we demonstrated that the analysis of the Fourier-Transform Mid-Infrared spectroscopy coupled
with chemometrics enables a fast characterization of the composition of argan tree seeds and leaves.
The physiological study of various endogenous and exogenous factors has shown that the semi-woody
cuttings planted in a fine sand substrate, treated with 3000 mg.I* of IBA and irrigated with Hoagland
nutrient solution reveal a qualitative as well as quantitative improvement of argan plants’ rooting system.
Hence, the number of roots, root length and rooting rate of the cuttings were respectively 45,06, 33,63
cm and 65%. Finally, in order to improve the efficiency of the stem cutting technique and to better
understand the mechanism of adventitious root formation, we carried out a bioinformatics study which
initially allowed the identification of six main genes involved in the influx (AUX1), the efflux (PIN1,
PIN4 and PIN7) and the perception (ABP1 and TIR1) of auxin and subsequently the in silico design of
efficient oligonucleotide primers promoting a better specificity of the Real-Time PCR (gPCR).

Keywords : Argania spinosa, domestication, vegetative propagation, cuttings, adventitious rooting,
spectroscopy, oligonucleotide primers.




