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RESUME

L’artichaut (Cynara cardunculus var scolymus L.), plante herbacée de la famille des Asteraceae, est
traditionnellement cultivé comme plante maraichére pour ses capitules. La demande croissante en
artichaut rend le développement d’une méthode rapide de multiplication de cette plante nécessaire. La
micropropagation in vitro est une alternative pour 1’obtention de clones uniformes, sains et de haute
qualité, nécessaire pour augmenter la surface de culture de cette espéce. Le probleme de la
contamination et le faible taux de multiplication in vitro de cette espéece restent des facteurs limitants.
L'objectif de cette étude est la mise au point d’un protocole de la culture in vitro de 1’artichaut avec un
taux de multiplication élevé afin de I’appliquer aux cultivars marocains pour une production a grande
échelle.

Une premiere approche, visant la mise au point d’un protocole de germination des graines d’artichaut,
a permis de constater qu’un prétraitement par incubation a 4 °C suivie par I’enlévement des téguments
et la mise en culture sur milieu Murashige et Skoog (MS), améliore le pourcentage de germination des
deux accessions Art21 et Art22. En revanche, les résultats de la germination dans de la tourbe de
variétés 1J et BR ont montré un effet hautement significatif du génotype sur le pourcentage de
germination qui a dépassé 50 %, avec un temps de germination peut étre réduit a quatre jours apres
incubation a 18 °C et un traitement par I'acide gibbérellique.

Pour la multiplication in vitro, les plantules issues de la germination in vitro des graines de 1’accession
Art21 sans tégument a I’obscurité ont constitué nos explants de départ. Ces plantules, apres avoir
évolué sur le milieu MS d’établissement contenant 1 mg/l de l'acide indole 3-butyrique (AIB) et
0,1 mg/l de I’acide gibbérellique (AGs), ont été décapitées et cultivées sur le milieu de prolifération
MS contenant 40 mg/1 de I’adénine sulfate, 50 mg/l du phosphate monosodique, 1 mg/l de la kinétine
et 0,1 mg/l de ’ANA. D’apres les résultats, nous avons constaté que la décapitation de plantules a eu
un effet positif sur l'induction des pousses. Le nombre le plus important de pousses régénérées
(prolifération des pousses) a été obtenu avec des explants décapités (17 pousses par explant). Le taux
de multiplication, obtenu sur douze générations dans ce travail, était 7,56. Ce travail a également porté
sur I’étude de I’influence de la taille initiale des explants, de la densité des explants et de la durée de
culture sur le taux de bourgeonnement et sur la formation des pousses. Les résultats ont montré qu’une
taille de 1-1,5 cm, une densité de quatre explants par 132 cm® de surface de culture et une durée de
génération de quatre semaines sont optimaux quant & la prolifération chez I’accession Art21.

Les pousses développées au cours de la phase de multiplication ont subi plusieurs protocoles
d’enracinement ainsi que d’acclimatation. Dans notre cas, c’est le milieu MS modifié, additionné de
2 mg/l de I’acide naphtaléne acétique (ANA) et le charbon actif & 2 g/l qui a donné un pourcentage
d’enracinement de 29,03 % et une qualité acceptable des racines néoformées. Les meilleurs taux
d’enracinement ont été notés chez les pousses qui proviennent d’un rang de subculture supérieur a 10
et ayant subi une élongation avant d’entamer 1’étape d’enracinement. La phase d’acclimatation reste
une phase critique pour notre accession Art21, d’ou la nécessité de soumettre les plantules a d’autres
conditions d’enracinement et d’acclimatation afin d’améliorer le pourcentage de survie des vitroplants
et de valoriser les résultats déja obtenus en phase de multiplication.

Par ailleurs, un protocole de cryoconservation fondé sur la vitrification a été appliqué aux deux
variétés italiennes d’artichaut (Grato et Campagnano), d’apres les premiers résultats, nous avons noté
que le milieu MS modifié 0,3M est le plus convenable pour ces deux variétés d’artichaut. Ce protocole
constitue un point de départ vers une application de la cryoconservation pour la protection et la
conservation de germoplasmes d’artichaut.

Mots clés: Culture in vitro, Cynara cardunculus L. var. scolymus L., Enracinement, Explant,
Micropropagation,, Taux de multiplication.



ABSTRACT

Globe artichoke (Cynara cardunculus var scolymus L.), herbaceous plant belonging to the Asteraceae
family, is traditionally grown as vegetable for its heads. Growing demand for plants of globe artichoke
(Cynara cardunculus var. scolymus L.) made it necessary to find a rapid method of multiplication for
this plant. In vitro micropropagation is an alternative for obtaining healthy, high quality and uniform
clones, important to increase the cultivation area of this species. The contamination problem and low
in vitro multiplication rate still remain the limiting factors. The objective of this study is the
development of a protocol for in vitro cultivation of globe artichoke with a high multiplication rate to
apply to the Moroccan cultivars for a large scale production.

A first approach aiming the development of a protocol for seed globe artichoke germination showed
that pretreatment by incubation at 4° C followed by removal of coats and culture on Murashige and
Skoog medium (MS) improves germination percentage of two accessions Art21 and Art22. In
contrast, the results on the germination in peat of varieties 1J and BR showed a highly significant
effect of genotype as germination percentages of both varieties exceeded 50% with a germination time
reduction to four days with incubation at 18° C and treatment with gibberellic acid.

For in vitro multiplication, plantlets derived from in vitro germination seeds ‘Art21 accession” without
coats formed our initial explants. These seedlings, after developing on MS establishment medium
containing 1 mg/I indole 3-butyric acid (IBA) and 0.1 mg/l gibberellic acid (GAs), were decapitated
and cultured on MS proliferation medium containing 40 mg/l adenine sulfate, 50 mg/l monosodium
phosphate, 1 mg/l kinetin and 0.1 mg/l NAA. Based on the results, we found that the decapitation of
seedlings had a positive effect on the shoots induction. The greatest propagation ratio (shoot
proliferation) was obtained with ‘decapitated’ explants (17 shoots per explant). The multiplication rate
obtained in this work over twelve generations was 7.56. This work has also focused on the study of the
influence of the initial size of explants, explants density and culture period on the budding rate and
shoots formation. The results showed that a size of 1-1.5 cm, a density of four explants per 132 cm?
area of culture and a generation time of four weeks are optimum for proliferation in accession Art21.

Shoots developed during the multiplication phase underwent several protocols of rooting and
acclimatization. In our case, the modified MS medium supplemented with 2 mg/l naphthalene acetic
acid (NAA) and 2 g/l activated charcoal gave a rooting percentage of 29.03% and acceptable quality of
newly formed roots. The best rooting rate were noted in shoots coming from a subculture of rank
greater than 10 who underwent elongation step before starting rooting. The acclimatization phase is a
critical phase for our accession Art21, and other rooting and acclimatization conditions are necessary
to improve the survival percentage of plantlets and valorize results already obtained in multiplication
phase.

In addition, a cryopreservation protocol based on vitrification was applied to two lItalian varieties of
globe artichoke (Grato and Campagnano). According to preliminary results, we noted that the
modified MS medium 0.3M is the most suitable for the cryoconservation of these two varieties of
globe artichoke. This protocol provides a starting point for application of cryopreservation for the
protection and conservation of germplasm artichoke.

Key words : Cynara cardunculus L. var. scolymus L., Multiplication rate, Rooting, Micropropagation,
Explant, In vitro culture.
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INTRODUCTION GENERALE

L’artichaut (Cynara cardunculus L. var. Scolymus L.) est une plante herbacée vivace,
originaire de la région méditerranéenne, qui est aujourd’hui largement cultivee dans le monde
entier. L'artichaut apporte une contribution importante a 1’économie agricole
méditerranéenne. Sa culture mondiale est principalement concentrée dans cette région, ou
environ 78 % de la production mondiale est cultivée (environ 93.000 ha). L'ltalie est le plus
grand producteur mondial avec plus de 33 % de la production totale (FAOSTAT, 2012). Du
point de vue économique, le Maroc contribue a hauteur de 3,14 % a la production mondiale
de I’artichaut avec une superficie de 1’ordre de 3710 ha et un rendement qui avoisine les 12
T/ha.

Au début de la culture de lartichaut, a la fois la propagation végétative et la
multiplication par graine ont été utilisées. Depuis le XVlle siécle, la multiplication végetative
a été le principal moyen de propagation, ce qui entraine des clones avec des capacités
d'adaptation différentes et souvent caractérisés par une hétérogénéité. De nos jours, les
cultivars d'artichaut a semences, commercialisés par des firmes de semences, sont cultives aux
Etats-Unis, en Israél et en France (Pecaut, 1993) et gagne de plus en plus de pays.

Les inconvénients de la propagation végétative et par graine sont nombreux. Par
conséquent, la plantation du matériel de multiplication exempte d'agents pathogénes est un
préalable pour maintenir des rendements élevés adéquats. L’artichaut peut se propager dans
des conditions in vitro et ce type de propagation a été étudié et développé pour certains
cultivars de Cynara. La micropropagation est une technique utilisée pour la production de
plantules et implique la culture aseptique de petites sections de tissus et d'organes dans les
récipients avec un milieu de culture défini et des conditions environnementales contrdlées.
Elle est devenue un outil de plus en plus important pour les applications scientifiques et
commerciales. Elle est le fondement sur lequel repose toute la recherche biotechnologique,
puisque la quasi-totalité des utilisations de la biotechnologie végétale en fin de compte, exige
la culture réussie des cellules de plantes, de tissus ou d’organes.

Cette technique présente de nombreux avantages par rapport a la multiplication
végétative classique, par exemple la propagation d'un grand nombre de plantes exemptes
d'organismes pathogenes dans un temps court avec une grande uniformite.

Le succes de la micropropagation implique plusieurs facteurs, comme la composition du
milieu de culture, I’environnement de culture et le génotype. Le développement rapide des

procédures de micropropagation clonale d’artichaut conduit a des applications commerciales a
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I’échelle industrielle. Des techniques de culture de tissus devraient minimiser le temps
nécessaire a l'introduction de nouveaux cultivars sur le marché et donc 1’'usage des plantes
avec des caractéristiques horticoles améliorées (Bressan et al., 1982).

La méthode de culture tissulaire appliquée pour résoudre les problémes sanitaires
d’artichaut a débuté en Espagne en 1974 (Pena-lglesias et Ayuso-Gonzales, 1974) et s'est
poursuivie en Tunisie, ou la mise en place d'une méthode rapide et efficace de la propagation
en masse et I'éradication du virus par culture de méristémes a été rapportée (Harbaoui et
Debergh, 1980). D'autres tentatives utilisant des tissus non méristématiques, tel que le
réceptacle, comme explant de départ ont échoué en raison du taux élevé de contamination et
le brunissement des tissus causés par les phénols (Ancora, 1986). Les résultats obtenus jusqu'a
présent en micropropagation d’artichaut different beaucoup selon les cultivars employés
(Cavallaro et al., 2004). Les cultivars tardifs montrent un plus grand potentiel de propagation
in vitro que les cultivars précoces (Ancora et al., 1981 ; Tavazza et al., 2004). L’enracinement
in vitro et I’acclimatation de 1’artichaut sont des étapes cruciales et différents protocoles pour
réussir ces étapes ont été developpés (Morone-Fortunato, 2007).

Pour contribuer au développement d’un protocole fiable de la multiplication in vitro de
I’artichaut, nous avons entamé une étude de I'influence de différentes conditions culturales sur
la prolifération et I’amélioration du taux de multiplication in vitro. Une attention particuliére a
été portée a la qualité des vitroplants en vue de réussir les étapes de I’enracinement et de
I’acclimatation. Les principaux objectifs du présent travail étaient :

— Evaluer la capacité germinative de deux accessions et deux cultivars d’artichaut par
différentes approches et établir un protocole de germination des graines d’artichaut in vitro et
in vivo.

— Réussir les différentes étapes de la micropropagation chez I’artichaut (établissement,
multiplication, enracinement et acclimatation) et tester les techniques et les conditions de
culture in vitro de I’artichaut en vue d’améliorer le taux de prolifération, d’enracinement et
d’acclimatation et la qualité des pousses obtenues.

Cette thése est structurée en cing chapitres :

La premiére partie est consacrée a une synthése bibliographique sur 1’espéce Cynara
cardunculus var. scolymus ou artichaut, sa taxonomie, sa répartition géographique, ses
propriétés, ses intéréts et les techniques utilisées dans sa propagation ainsi que les études de sa
diversite. Au sein de cette partie, nous présenterons ensuite une description relativement
détaillée de la technique de la culture in vitro et ses applications. Elle sera suivie d’une bréve

description de I’application de la micropropagation chez I’artichaut.

2
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Dans la deuxieme partie, une description génerale du matériel utilisé et les méthodes
suivies dans la totalité du travail ainsi que les outils d’analyse employés.

La troisieme partie a pour objectif, d’une part, la mise au point d’une méthode de
germination rapide des graines de 1’artichaut a travers 1’essai des meilleurs protocoles tirés de
la littérature et d’autre part, I’évaluation des facteurs en relation avec une bonne germination
de nos cultivars d’artichaut, afin d’optimiser les conditions de germination in vitro et in vivo
des graines d’artichaut comme source d’explants sains pour I'établissement de la culture in
vitro. I était en effet indispensable d’avoir une idée précise sur la germination des graines in
vitro et in vivo avant de pouvoir engager une étude de micropropagation.

La quatriéme partie sera consacrée a 1’étude de la micropropagation de 1’artichaut, en
particulier de ’accession Art21, a travers ses différentes étapes : initiation, multiplication,
enracinement et acclimatation, dans le but d'élaborer un protocole efficace pour la
multiplication a grande échelle de notre cultivar.

La cinquiéme partie a abordé la cryoconservation des apex de deux variétés italiennes
d’artichaut : ‘Grato’ et ‘Campagnano’, technique que nous avons acquise au niveau d’un
stage au laboratoire de biotechnologie au centre de recherche ’ENEA en Italie et que nous
souhaitons vulgariser et diffuser a travers ce mémoire.

Enfin, nous présenterons les principales conclusions tirées de ce travail, ainsi que des

perspectives tracées par la présente étude.
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1- Origine et histoire de I’artichaut
L'artichaut appartient a la famille des Asteraceae et son origine est souvent associée aux

Arabes, qui ont dominé la Méditerranée pendant le Moyen Age et qui ont contribué au
processus de domestication de son ancétre sauvage le cardon, aussi appelé artichaut sauvage.
Le cardon est largement répandu dans le centre et I'Ouest du bassin méditerranéen et il est
considéré comme l'ancétre de toutes les formes cultivées d'artichaut (Cointry, 2001).

Le nom de "artichaut” (Cynara cardunculus L. var. scolymus L.) est dérivé de l'arabe
"Al Kharshuf”, qui signifie réceptacle avec des épines. Dans la région méditerranéenne, la
plante a été connue sous le nom "Alcacilera”, mot grec qui signifie artichaut sauvage. Elle
s’est trouvée dans la quasi-totalité de I'Europe comme "artichaut sauvage" ou "Cardum"
(cardon) (Bianco, 1990). Le cardon sauvage est une plante épineuse, originaire de la zone
méditerranéenne qui a donné par des évolutions successives l'artichaut. Le nom scientifique
Cynara, mot grec, dériverait de “cendre” pour rappeler la couleur claire des feuilles, alors que
“scolymus” signifie en grec épineux et pointu.

Selon Robles (2001), le centre d'origine de l'artichaut s'étend de I'Asie Mineure a
I'Afrique du Nord, faisant partie du bassin méditerranéen, y compris les iles Canaries, la mer
Egée et le sud de la Turquie et la Syrie, o ont vécu les trois espéces sauvages primitives
(Cynara cardunculus, C. sibthropiana et C. Syriaca), consommées depuis 2000 a 2500 ans
avant JC. Il parait que seules les tiges florales et les nervures des feuilles ont été consommeées,
parce que les inflorescences étaient trés petites, épineuses et avaient un goQt désagréable.

L’artichaut [Cynara cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Fiori] a été décrit comme une
forme cultivée d'artichaut sauvage (Cynara cardunculus L.) (Grau, 1982). Il ne fait aucun
doute que les peuples de la Méditerranée utilisaient I'artichaut sauvage comme aliment depuis
des siecles, principalement en raison de ses qualités nutritionnelles (Bianco, 1990).

Borrego (1986) souligne que le grand nombre de cultivars d'artichaut dans le monde est
le résultat des études effectuées au Moyen Age en ltalie, qui a la plus grande collection du

matériel génétique d'artichaut dans le monde a la fois in situ et ex-situ.

2- Taxonomie et nomenclature
L'artichaut [Cynara scolymus L. = Cynara cardunculus L. subsp. scolymus (L.) Fiori],

angiosperme dicotylédone diploide (2n=2x=34 chromosomes), appartient a I'ordre Asterales,
familles Asteraceae, sous-famille des Tubuliflorae et a la tribu de Cynareae (Bianco, 1990).
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Le genre Cynara comprend le cardon sauvage (Cynara cardunculus var. Sylvestris
(Lamk) Fiori), l'artichaut (Cynara cardunculus var. Scolymus (L.) Fiori) et le cardon cultivé
(Cynara cardunculus var. Altilis DC) (Fig. 1) (Basnizki et Zohary 1994; Rottenberg et Zohary
1996 et 2005; Sonnante et al., 2007 b ; Mauro et al., 2009). Le cardon sauvage est I'ancétre
des deux sous-espéces cultivées, c'est-a-dire I'artichaut et le cardon cultivé. Toutes les trois
sous-espéces forment des hybrides entiérement fertiles, bien que des études génétiques ont
montré que le cardon sauvage est plus étroitement lié au cardon cultivé qu'a l'artichaut
(Sonnante et al. 2002, 2004, 2007a). En 1753, Linné a donneé le nom de Cynara scolymus L. a
I'artichaut, mais, eu égard aux autres Cynareae liées, sa position taxonomique a été assez
discutable. La controverse, de savoir si les trois Cynareae (artichaut, cardon cultivé et
sauvage) doivent étre classés comme des especes différentes ou comme des sous-espéces de
C. cardunculus L., n'a pas été résolue depuis longtemps.

Le genre Cynara comporte en plus, sept autres espéces sauvages : C. syriaca Boiss. C.
cornigera (Lindely) (syn. C. sibthorpiana Boiss.), C. algarbiensis Cosson, C. baetica
(Sprengel) Pau (syn. C. alba Boiss.), C. humilis L., C. cyrenaica et C. tournefortii Boiss.
(Maire et Weiller) (Wiklund, 1992 ; Rottenberg et Zohary, 1996 et 2005 ; Mauro et al., 2009).

Figure 1: Capitules de A) l'artichaut, B) le cardon cultivé et C) le cardon sauvage.

Selon Rottenberg et al. (1996), les barrieres de reproduction séparent I'ensemble C.
cardunculus des espéces sauvages, de telle sorte que les intersections entre C. cardunculus et
C. syriaca, C. algarbiensis C. baetica ou C. humilis produisent peu de graines et les hybrides
sont généralement stériles. Selon Rottenberg et Zohary, (1996) et Rottenberg et Zohary
(2005), ces quatre espéces sauvages de Cynara sont considérées comme comprenant le pool
génique secondaire sauvage (PG2) de l'artichaut cultivé et le cardon.
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Les especes sauvages sont toutes vivaces et caractérisées par de grandes feuilles
épineuses et des capitules. Cynara algarbiensis, C. baetica, C. humilis, et C. tournefortii sont
principalement distribuées dans la Méditerranée occidentale, tandis que C. cornigera, C.
cyrenaica, et C. syriaca proviennent de la partie orientale de la région méditerranéenne.
Cynara cardunculus, présent dans presque tout le bassin méditerranéen, est rapporté contenir
deux sous-especes sauvages a savoir, la subsp. Cardunculus et la subsp. Flavescens Wiklund,
qui different a la fois par la répartition geographique et les caractéres des bractées. La
premiére est répartie de Chypre a la Grece, Italie centrale et méridionale, en Sicile et en
Sardaigne, tandis que la seconde se trouve dans la Péninsule Ibérique et la région
Macaronésienne (\Wiklund, 1992). Les différences morphologiques se référent notamment a la
couleur des bractées et la forme des épines, la subsp. Cardunculus posséde des épines plus
longues et plus aigués et la subsp. flavescens posséde une marge jaunatre située au milieu des
bractées de l'involucre.

De Candolle a suggéré pour la premiére fois que I’artichaut dériverait de I’espece C.
cardunculus L. var. sylvestris (Lamk) Fiori et cela en se basant sur des données
morphologiques. Les études fondées a la fois sur les programmes d'hybridation et l'utilisation
de marqueurs enzymatiques ont démontré que ces deux formes de C. cardunculus sont
entierement inter-compatibles, et donnent des hybrides inter-variétaux fertiles (Basnizki et
Zohary, 1994). Le pool génique primaire sauvage (GP1) de l'artichaut cultivé est représenté
par celui du cardon sauvage (C. cardunculus L. var sylvestris) (Rottenberg et Zohary, 1996),
qui est également considéré comme l'ancétre sauvage du cardon cultivé (Bianco, 1990;
Basnizki et Zohary, 1994; Rottenberg et Zohary, 1996).

3- Biologie et écologie de ’artichaut

3-1- Biologie de la plante
L’artichaut est une plante vivace qui a une hauteur de 90-180 cm. Au cours de chaque

saison de croissance, des rejets émergent d'un rhizome permanent, a la base de la tige. Le
nombre de rejets varie en fonction de I'age de la plante, les jeunes plantes produisent un seul
rejet, tandis que les vieilles plantes de 3-4 ans peuvent produire une douzaine ou plus de
rejets. Chaque rejet forme un groupe (cluster) de grandes feuilles basales, au centre duquel
croissent les tiges floriferes. Les bourgeons comestibles sont produits a la fois a I'extrémité de
ces tiges allongées et a leurs rameaux.

Normalement, un nouveau cycle de culture commence quand la plante est découpée

légérement en dessous de la surface du sol (Fig. 2) pour stimuler le développement de
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nouveaux rejets (De Vos, 1992). Si les bourgeons ne sont pas enlevés, ils se développent en
des fleurs pourpres concentrées, semblables au cardon avec des capitules de 10-15cm de
diamétre. La production est continue tout au long de I'année, mais environ 70 % de la culture
sont récoltés dans une période spécifique de I'annee. Les champs avec les cycles hiver-
printemps produisent les rendements les plus élevés, et sont continuellement récoltés a partir
de septembre a mai. La précocité des types a floraison multiple est souvent perdue a cause

d'un phénomeéne souvent considéré comme une “dégénérescence” de la culture.

, b g o

Figure 2: Méthode de découpage de la plante d’artichaut a la fin du cycle

~

3-2- Conditions écologiques
La production d’artichaut nécessite des conditions climatiques appropriées. La

température minimale est comprise entre 7-9 °C, tandis que la létale est inférieure a -10 °C
(Bianco, 1990). Les plantes sont tolérantes a des températures élevées (> 30 °C) qui, toutefois,
tendent a diminuer la qualité des capitules comestibles. Les températures de 20-22 °C de la
journée et 12-14 °C la nuit représentent les valeurs optimales pour obtenir des capitules de
bonne qualité et des rendements élevés pendant une période prolongée. Il s'agit donc d'une
culture de saison fraiche bien adaptée a une large gamme de température de croissance.
L artichaut est une plante a jours longs avec une photopériode critique de 10,5 heures. Chez
les individus provenant de semences, la transition du stade végétatif au stade reproductif
dépend de I'interaction entre les trois facteurs suivants (Basnizki et Mayer 1985) : 1) l'atteinte
de la plante d’une taille critique (généralement une rosette de sept a huit feuilles) par la
plantule provenant de semis; 2) les basses températures; 3) la photopériode. Différents
cultivars varient dans leurs exigences de température, normalement pour Il'induction florale,
ils ont besoin de 200-250 heures de températures dans une gamme de 7-10 °C (Pécaut et
Foury, 1992).
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La germination optimale des graines est genéralement atteinte a des températures de 15-
20 °C (Bianco, 1990). Une grande variation dans le taux de levée et le pourcentage de
germination a été démontrée. Cependant, les caractéristiques de germination sont
négativement influencées par les températures supérieures a 25 °C; cette condition est
géneralement enregistrée au cours de la saison des semailles, donc une thermodormance
temporaire peut étre induite dans les semences (Damato et Calabrese, 2007). Certaines
techniques permettent la germination rapide des graines dans des conditions
environnementales défavorables, telles que I'amorcage qui est une méthode jugée efficace
pour surmonter la thermodormance dans plusieurs especes végétales (Damato et Calabrese,
2007). Un exemple est représenté par le conditionnement osmotique qui, cependant, influence
négativement sur les caractéristiques de germination des graines (Damato et Calabrese, 2007).

Une large gamme de types de sols peut étre mise a profit pour la production
commerciale d'artichaut. Cependant, la productivité optimale a été obtenue sur des sols
profonds, fertiles et bien drainés de textures loam sableux a loam argileux (Saleh, 2003), avec
un pH optimum compris entre 6,4 et 7. La plante est profondément enracinée et doit étre
plantée sur des sols qui offrent un espace adéquat pour le développement des racines. Quand
les conditions climatiques cotieres et pédologiques sont satisfaisantes, la plantation peut étre
également faite sur les collines a faible pente. Cependant, les sols des collines nécessitent
généralement plus d'engrais et une gestion prudente de l'eau d'irrigation pour étre aussi
productifs que ceux qui sont bien plafonnés.

L’artichaut exige des irrigations fréquentes au cours de sa période de croissance. Les
besoins saisonniers en eau de l'artichaut correspondent & 4 000-5 000 m® par hectare et par an,
avec des exigences plus élevées en eau au cours de la formation des capitules (Bianco, 1990).
Une carence de I'humidité, pendant cette période, se traduit par une qualité inférieure des
capitules. L'irrigation peut étre réalisée en arrosant avec des installations fixes et mobiles.
Cependant, l'utilisation de gouttes a basse pression locales tend a se généraliser, en particulier
lorsque les exigences d'évapotranspiration sont éleveées et les réserves d'eau sont limitées.

L'artichaut est sensible a la salinité et intolérant & I'engorgement prolongé, c’est pour
cette raison que l'irrigation est effectuée lorsque I'humidité du sol atteint 25-30 % de la
capacité du champ. Enfin, dans les climats tempérés et froids, l'irrigation est importante pour
le rejeton jaillissant pour anticiper la production tandis que, dans les climats chauds, elle est
nécessaire en particulier pour la levée des cultivars précoces.

Pour une croissance optimale de I’artichaut, les plantes ont besoin d'une quantité

suffisante d'éléments nutritifs (Bianco, 1990). Cependant, aprés la récolte des capitules, la
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majorité des parties végétatives de la plante peut retourner au champ comme résultat d'un
recyclage des nutriments. Les besoins en éléments nutritifs supplémentaires ne sont

généralement pas tres élevés.

4- Description botanique
L'artichaut est une plante herbacée vivace et diploide avec 2n = 2x = 34. Il est consideré

comme une plante hivernale, son cycle de développement, décrit par Melilli et Raccuia (2007)
et Raccuia et Melilli (2010), est schématisé dans la figure 3 dont les principales étapes sont :
germination en septembre-octobre, formation de la rosette en novembre, élongation de la tige
en avril,-mai, la pleine floraison en juin, marissement des fruits en juillet, dessechement de la

biomasse aérienne en aolt (Melilli et Raccuia, 2007 ; Raccuia et Melilli, 2010).

Bourgeonnement de la
’ plante ou germination \

Biomasse aérienne Formation
entiérement séchée de la rosette

1 !

Mdrissement des Elongation de

fruits \ la tige florale
Pleine floraison '

Figure 3: Schéma des principaux stades de croissance des plantes d'artichaut

Les plantes multipliées par semences ont une germination hypogée des graines et
produisent un remarquable appareil racinaire, épais, charnu et pivotant. Au cours de la
croissance végeétative, la plante produit une rosette de grandes feuilles profondément lobées
ou divisées, pubescentes et de couleur vert-grisatre attachées a une tige compressee. Les
feuilles different sensiblement entre les cultivars pour leur marge, la couleur, la forme, la
longueur, la présence/absence d'épines. La forme des feuilles et la taille dépendent du
génotype et du stade de croissance.

La base de la tige produit des bourgeons axillaires a partir desquels les rejets (drageons)
peuvent croitre en un nombre variable (Fig. 4 et 5), en fonction a la fois de la variété et son
attitude envers la multiplication végétative. Chaque rejeton produit des racines adventives qui
sont initialement pour la plupart fibreuses et épaissies et, au cours de la premiére année de

croissance, elles se différencient en organes de stockages charnus (rhizomes).
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Figure 4: Base du plant dartichaut. Notez deux nouvelles pousses basales decoulant de
chaque coté de la plante principale. Celles-ci donnent lieu a de nouveaux ensembles de
bourgeons. (Photo : A. Bratsch 2009).

Inflorescence :
capitule (téte, pomme, fruit)

- bractées
Aocalles, feuilles) %

a base

Figure 5: Parties consommables de I’artichaut (les termes populaires sont entre parentheses

Aprés I'hiver, un bourgeon apical ou primaire apparait au-dessus de la rosette de
feuilles. Le développement d’une tige florale se fait apres une période d'induction qui dépend
de la température et de la photopériode pour atteindre une hauteur de plus de 1 m. La tige
florale est dressée, de forme cylindrique et de couleur gris-vert. Les bourgeons secondaires,
tertiaires, et d'ordre supérieur se développent sur les ramifications de tiges a partir de I'axe des
feuilles de la tige principale. Cette derniére et les autres tiges de différents ordres (primaire,
secondaire, tertiaire et d'ordre élevé) se terminent & I'apex avec un bourgeon floral. Le
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bourgeon terminal primaire atteint la plus grande taille, celle-ci baisse séquentiellement pour
les autres bourgeons floraux.

Le capitule est composé d'un pétiole et un réceptacle charnu, ou plusieurs rangées de
bractées sont insérées dans la partie externe, tandis que dans I'interne, plusieurs fleurons sont
inclus. Une téte bien développée peut contenir environ 800-1200 fleurons. Les bractées sont
épaisses et charnues dans les parties basales et progressivement plus minces dans les parties
supérieures. Elles sont différentes en couleur, allant du vert au violet, et en forme (elliptiques
ou allongées, plus ou moins incisées) ; genéralement, elles sont plus grandes et plus fibreuses
a ’extérieur, mais plus petites et plus tendres a l'intérieur (Bianco et Calabrese, 2009). Les
parties tendres intérieures du réceptacle forment le “cceur” de l'artichaut (Figure 5). En
général, I’artichaut n'a pas des épines sur les bractées.

Les fleurons sont hermaphrodites de couleur bleue ou violet-rougeatre avec des pétales
soudés a la base, qui forment une corolle tubulaire (Figure 6). Les fleurons périphériques de
la fleur progressent de facon centripete au cours des deux ou trois jours suivant la floraison.
L’androcée est composé par des anthéres réunies pour former un tube a travers lequel s'étend
le style. Les antheéres libérent le pollen dans le tube, et comme le style s'allonge, il pousse le
pollen vers le haut hors du tube, en le mettant a la disposition d'insectes pollinisateurs. Les
zones stigmatiques du style sont situées sur deux branches de I'extrémité de style et ces
branches se séparent apres I'élongation. L'autopollinisation est évitée par la protandrie des
fleurs, en fait, les surfaces stigmatiques marissent deux ou trois jours apres la libération du
pollen. L’ovaire est infére et uniovulé. Le pollen est de couleur ivoire, fortement visqueux et
réunie dans de petites masses compactes. Les cultivars varient considérablement en quantité et
en qualité de leur pollen. Le nectar est collecté dans le bulbe nectarifére, la sécrétion du nectar
et les visites d'abeilles commencent par la déhiscence des anthéres et quand le style fane
(Basnizki et Zohary, 1994). Dans les conditions du champ, le pollen reste viable deux ou trois
jours. Selon Foury (1967), les échantillons de pollen peuvent étre conservés viables a 2-4 °C

jusqu'a huit a dix jours.
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I‘anthé
Pétole Tube de I“anthere

Stigmates colorés (Violet)
X

Figure 6: Inflorescence en capitule de 1’artichaut et détail d’une fleur

Chez I’artichaut, la pollinisation est de type entomophile. Dans le bassin méditerranéen,
le principal pollinisateur est 1’abeille domestique Apis mellifera (Figure 7). Cette pollinisation
par les insectes garantit lI'allogamie de l'espece. Xylocopes (Xylocopa sp.), Osmies (Osmia
sp.), Andrenes (Andrena sp), les abeilles solitaires et bourdons également visitent les fleurs

d'artichauts (Morison et al., 2000).

Plusieurs facteurs influencent la production de semences (Figure 8) par capitule et la
rendent considérablement variable pour chaque variété. En vertu de la pollinisation libre, la
gamme observée entre les cultivars est représentée par 150-700 graines par capitule (Bianco,
1990). Le poids de 100 graines varie de 2,5 a 7,0 g. La production de graines est également
influencée par les conditions climatiques durant la floraison. Les meilleurs résultats sont
obtenus sous des conditions météorologiques séches. Il y a également une nette différence
entre la production des graines pour les capitules primaires, et celle des capitules secondaires

et tertiaires. Dans les plantes bien développées, les capitules primaires relativement peu
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nombreux représentent souvent 50 % du rendement en graines (Basnizki et Zohary, 1994). Le
fruit est représenté par un akéne typique de forme elliptique et de couleur gris, marron ou noir
avec un poids allant de 30 a 70 mg (Bianco et Calabrese, 2009). Les akénes ont une

remarquable aigrette soyeuse qui contribue a la dispersion par le vent.

Figure 8 : Akénes d’artichaut

5- Répartition géographique

La superficie cultivée par 'artichaut dans le monde est d’environ 125000 hectares, dont
environ 75 % est située dans la région méditerranéenne, et en particulier, en Italie (50321 ha),
I'Espagne (13200 ha), I'Egypte (8909 ha), la France (8690 ha) et le Maroc (3710 ha). Au cours
de ces dernieres annees, certaines régions du monde, notamment I'Amérique du Sud (le Pérou
6848 ha, le Chili (4651 ha), I'Argentine (3700 ha) et la Chine (9500 ha), ont augmenté de
maniere significative les zones de culture d'artichaut (fig. 9) et sont en train de devenir des
producteurs importants d’artichaut (FAOSTAT, 2012).
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Figure 9: Variation de la superficie de la culture d'artichaut dans certaines régions du monde
(FAOSTAT, 2012).
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Les principales zones de production italienne sont situées dans le sud (Pouilles 16 525
ha, Sicile 14 765 ha, Sardaigne 13 267 ha) et les régions centrales (Latium, Sardaigne,
Campanie, Toscane), ou I’artichaut est généralement planté a partir de juillet & septembre.

La culture de I’artichaut s’est étendue également aux Etats-Unis avec plus de 2900 ha.
La Californie produit tout I’artichaut commercial cultivé aux Etats-Unis ; en particulier, dans
les quatre régions de la cote centrale (Monterey, San Mateo, Santa Cruz, Santa Barbara), ou le
climat est particuliérement favorable pour la production d'artichaut. La région c6tiere centrale
de la Californie représente la localisation de 84 % la superficie réservée pour la culture
d'artichaut aux Etats-Unis. La partie restante est cultivée dans la région du Sud-Est.

Les cultures intensives d'artichaut ont débuté dans les pays sud-américains : le Pérou a
maintenant plus de 6848 hectares, dont la plupart sont couvertes de plantes issues de graines,
le Chili a 4651 hectares de plantes cultivées a partir des rejetons de la variété Blanca de
Tudela, et I'Equateur dispose de 500 hectares de variétés propagées par semences. En Chine,
toutefois, la culture de cette plante est beaucoup plus récente, elle a commencé seulement en
1993 avec de nouvelles plantations composées entierement de plantes propagées par graines
couvrant environ 1000 hectares a la région Kunming et 200 hectares dans et autour du
territoire de Wuhan. L'expansion rapide de cette culture dans des domaines complétement
nouveaux est due a I'utilisation de semences. Cela permet & un grand nombre de plantes d’étre
cultivées dans une courte période de temps, contrairement a l'utilisation des méthodes
traditionnelles de multiplication végétative limitant le nombre de nouvelles plantes. Les
variétés cultivées dans presque tous ces nouveaux pays sont Imperial Star, Lorca ou A-106
(Macua, 2007). Les zones choisies pour la production ont des conditions météorologiques
douces et une longue saison de croissance, ceci conduit a un degré élevé de la productivité
(20-30 t/ha). En ce qui concerne le bassin méditerranéen, la situation s'est améliorée dans

certains pays du sud tel que I'Egypte et le Maroc, ou & une moindre mesure, la Turquie.

6- Production de I’artichaut

6-1- Production mondiale
La culture d’artichaut est largement distribuée dans le monde (Fig. 10). La production

mondiale en 2010, estimée par la FAO, avoisine 1,45 million de tonnes (FAOSTAT, 2012)
sur une superficie d’environ 125 000 hectares. 60 % des superficies mondiales en artichaut
sont localisées en Europe et produisent 49 % de la production mondiale. 33 % de la

production mondiale est localisee en Italie qui représente 67 % de la production européenne.
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Le bassin méditerranéen produit a lui seul 78 % de la production mondiale en artichaut
(tableau 1).

Tableau 1: Superficie cultivée (ha), production (tonnes) et rendement (Hg/ha) de I'artichaut
dans le monde (FAOSTAT, 2012).

Pays Production  Superficie Rendement % de %
en tonnes en ha hg/ha production superficie
Monde 1449394,69 125066 115890,39 100 100
Italie 480112 50321 95409,87 33,12 40,23
Egypte 215534 8909 241928,39 14,87 7,12
Espagne 166700 13200 126287,88 11,50 10,55
Pérou 127323 6848 185927,28 8,78 5,48
Argentine 84800 3700 229189,19 5,85 2,96
Chine 70000 10000 70000 4,83 7,70
Maroc 45460 3710 122533,69 3,14 2,97
France 42153 8690 48507,48 2,91 6,95
Algérie 39200 2700 145185,19 2,70 2,16
Etats-Unis 39190 2910 134673,54 2,70 2,33
d'Amérique
Chili 35000 4651 75252,63 2,41 3,72
Turquie 29070 2400 121125 2,01 1,92
Grece 20400 2100 97142,86 1,41 1,68
Tunisie 19000 2400 79166,67 1,31 1,92
Iran 15800 870 181609,2 1,09 0,70
Syrie 6100 510 119607,84 0,42 0,41
Chypre 2760 121 228099,17 0,19 0,10
Israél 2637,69 330 79930 0,18 0,27
Ouzbékistan 2200 220 100000 0,15 0,18
Mexique 1626 133 122255,64 0,11 0,12
Malte 1566 180 87000 0,11 0,14
Zambie 750 0 0 0,05 0,00
Liban 670 60 111666,67 0,05 0,05
Roumanie 500 50 100000 0,03 0,04
Zimbabwe 270 20 135000 0,02 0,02
Réunion 250 - - 0,02 -
Kazakhstan 200 20 100000 0,01 0,02
Lituanie 100 10 100000 0,01 0,01
Kenya 20 - - 0,00 -
Suisse 3 3 10000 0,00 0,00

Dans la région méditerranéenne, I'ltalie (480 112 t), I'Egypte (215534 t) et I'Espagne
(166 700 t), sont les leaders mondiaux comptabilisant pres de 59 % de la production mondiale
d’artichaut. Dans les derniéres années, le Pérou (127 323 t), I'Argentine (84 800 t), la Chine
(70 000 t) ainsi que le Maroc (45 460 t), I'Algérie (39 200 t), les Etats-Unis (39 190 t), le Chili
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(35000 t) et la Turquie (29 070 t) fournissent des productions élevees (FAOSTAT, 2012). La
production est restée stationnaire ou a diminué dans certains pays ou l'artichaut est une culture
typique tandis que, dans certains pays émergents, elle a montré une tendance croissante. La
Chine et certains pays d'’Amérique du Sud (ex. : Pérou, I'Argentine et le Chili) confirment
cette tendance.

En Italie, la majorité de la culture d’artichaut est située dans le centre et le Sud. En régle
générale, dans le sud de I'ltalie, I'artichaut est cultivé pendant I'automne-hiver, et récolté au
début du printemps alors que, dans le centre de ['ltalie, il est cultivé uniquement pour la
production ne pouvant débuter qu’au printemps (Ciancolini, 2012).

La Californie produit 100 % de tous les artichauts cultivés commercialement aux Etats-
Unis qui occupent le dixieme rang mondial pour la production d'artichaut. En Californie, les
variétés d'artichaut multipliées par graines comprennent I’Imperial Star et I’Emerald, tandis
que la multiplication végétative est représentée par la variété Green Globe. Les Etats-Unis

exportent l'artichaut au Canada, Japon, Mexique et en Europe.

[ | | EE=ge

Figure 10: Localisation des zones de production de I’artichaut. En vert, les quantités de
production par pays (Moyenne 2000 - 2010) (FAOSTAT, 2012).

6-2- Production de I’artichaut au Maroc
La production de I’artichaut au Maroc a dépassé les 40 000 tonnes par an cette derniere

décennie (fig. 11). Elle se concentre principalement dans les régions suivantes : Le Gharb, la
Basse Moulouya, Sais et le Haouz. La production au niveau de la région du Gharb est répartie

essentiellement sur deux provinces : Kenitra et Sidi-Kacem. Le Maroc se place au deuxiéme
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rang des producteurs nord-africains d’artichauts, mais reste encore loin derriére 1’Italie
(480112 tonnes) et I’Egypte (215 534 tonnes).

Les principales variétés d’artichaut utilisées au Maroc sont :
- le Blanc hyérosis planté dans le périmétre du Gharb, c¢’est un cultivar précoce a cycle de
production essentiellement automnal et dont 90 % de la production provient de la hampe
florale. Les 10 % restants sont récoltés sur les rejets au printemps ;
- le violet d’ Alger domine la production dans la région de Berkane, c’est une variété hative et
tres productive. Le capitule est de forme allongée et teinté de violet a la base des écailles ;
- I’impérial Star est une variété a forte croissance, aux feuilles vert foncé et aux larges cardes
blanches. Les inflorescences se forment la deuxiéme année et sont récoltées encore fermées ;
- le Salanquet, qui est une variété frangaise récemment introduite en vue d’améliorer la
production printanieére. C’est une variété a production tardive, résistante au froid, vigoureuse
et productive. La plante produit de 8 a 10 capitules de poids moyen de 450 a 500 g pour le
capitule ainé et 300 a 350 g pour les ailerons. Cette variété a été recommandée en plantation
annuelle avec des densités de 6000 a 8000 plants/ha.

La production est généralement asexuée, sauf pour I’impérial Star qui se multiplie par

graines et le nombre de graines par gramme de semence est de 20 a 25.
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Figure 11: Evolution de la production de I’artichaut au Maroc (FAOSTAT, 2012).

Au cours des années 60 et 70 du siécle dernier, la superficie de la culture de I’artichaut
au Maroc a été entre 4000 et 6000 ha, au debut des années 80 cette superficie a connu une
nette chute passant de 6400 ha en 1981 a 2800 ha en 1982, ce qui a été expliqué selon le
rapport de '"ORMVAM (1994) par la réduction des exportations, la baisse des prix sur le

marché local et par la sécheresse qui a provoqué la dégénérescence des plants. En 2010, la
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superficie destinée a cette culture au Maroc a été de 3710 ha (fig. 12), ce qui représente

2,97 % de la superficie et 3,14 % de la production mondiale de 1’artichaut (tableau 1).
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Figure 12: Evolution de la superficie cultivée par I’artichaut au Maroc (FAOSTAT, 2012).

Les rendements ont augmenté légérement en 2006, passant de 14,5 t/ha a 17,3 t/ha. Ces
derniéres années, on note une réduction de ce rendement qui n’a été que de 12,2 t/ha en 2010
(fig. 13). D’apres Schrader et Mayberry, (1997), le potentiel de production des cultivars
cultivés au Maroc est de 25 t/ha ce qui reflete que les rendements enregistrés restent trés
faibles par rapport & ce potentiel. La faible maitrise de la conduite de la fertilisation, de
I’irrigation et de la protection phytosanitaire, ainsi que le manque de plants de bonne qualité
lors des plantations, sont les principaux facteurs intervenant dans la baisse de productivité en
hectare au Maroc (Elattir et al., 2009).
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Figure 13: Rendements des cultures d’artichaut enregistrés au Maroc entre 1964 et 2010
(FAOSTAT, 2012)
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A ces problémes de production de I’artichaut, s’ajoutent ceux de la commercialisation
surtout a partir du mois de mars. Le développement du secteur de 1’artichaut au Maroc est
obstrué par le manque de débouchés tels que I’export, la transformation, autres que le marché
local, sachant que ce dernier regoit la majorité de la production d’artichaut en frais (Elattir et
al., 2009). Les exportations en artichaut ont été de 6300t en 2010/2011 ce qui représente
13,8 % de la production, on peut dire que les industriels I’ont quasiment abandonné face a la

concurrence.

7- Aspects agronomiques

7-1- Plantation
Généralement, pour les génotypes a multiplication végétative et dans certains cas aussi

pour ceux propagés par semence, la transplantation en plein champ se fait apres un labour et
un nivellement du sol. En général, la transplantation est effectuée manuellement dans un
systeme de culture non spécialisé et, dans des cas peu fréquents, mécaniquement pendant la
saison printemps-été, en fonction du choix de la variété et les conditions climatiques, dans un
systeme spécialisé. La densité de plantation est comprise entre 7000 et 10 000 plants par
hectare, en utilisant des distances intra et inter-rangs de 0,8-1,0 m et 1 & 1,4 m, respectivement
(Calabrese, 2009). Pour les génotypes reproduits par semences, le semis direct est largement
utilisé, notamment dans les systemes de culture spécialisés (ex : dans les déserts Sud de la
Californie) méme si, dans de nombreux cas, la transplantation est préférée en raison de la non-
uniformité de la germination des graines.
7-2- Fertilisation

Les besoins de l'artichaut en éléments nutritifs, au cours d'une saison de croissance, sont
estimés a 286, 44, 368, 178, 157 et 28 kg/ha de N, P,Os, K,0, Ca, Na et Mg respectivement
(Bianco, 1990). Les taux d’applications proposées par Tesi (1994) pour I’artichaut, en
particulier les cultivars italiens, sont 100-150 kg/ha de N, 150-200 kg/ha de P,Os et 150 kg/ha
de K0, avec une application supplémentaire de l'urée (150-200 kg/ha) en hiver. Alors que
Bianco (1990) a suggére des taux d'application de 200 kg/ha de N, 150 kg/ha de P,Os et 50-
150 kg/ha de K,0. Ces quantités devraient étre augmentées pour les cultivars a long cycle
culturel, en raison de l'utilisation accrue des éléments nutritifs par les plantes d’artichaut. En
Californie, les producteurs appliquent 112-224 kg/ha de N, 56-112 kg/ha de P,0s, 34-
112 kg/ha de K,O. Dans les champs irrigués par goutte-a-goutte, 34-56 kg/ha de N et de la
moitié de la P,Os et K,O sont répartis en deux bandes de 5-10 cm de distance et environ

15 cm au-dessous de la ligne de transplantation. Le reste d'engrais est appliqué en quantité
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égale par semaine pendant toute la saison. L’artichaut nécessite moins d'engrais que les autres
cultures de légumes pour produire des rendements supérieurs et un exces d'engrais réduit le
rendement et la qualité des capitules. Les applications d'engrais doivent étre faites selon les
informations récentes d'analyse du sol.
7-3- Irrigation

L’artichaut nécessite une irrigation fréquente au cours de la période de croissance. Selon
Bianco (1990), le volume d'irrigation pour l'artichaut est d'environ 4000-5000 m*/ha. La
productivité de l'artichaut est fortement influencée par la quantité d'eau d'irrigation, dans ce
sens Husain (2003) a montré qu’une irrigation constante permettait d'obtenir un rendement
total plus élevé qu'une irrigation variable. En générale, I'irrigation débute pendant I'été et elle
est appliquée en juillet pour les génotypes précoces et en aolt pour les tardifs et cela pour
anticiper la production des capitules dans le systeme de culture italienne spécialisée. Cette
opération est fondamentale pour aider la croissance de la plante et obtenir de bons
rendements. Pour une bonne gestion de l'irrigation, la consommation d'eau de la culture
devrait étre connue. Pour cette raison, certains auteurs ont calculé I'évapotranspiration de la
culture d’artichaut pendant la saison de croissance. L'artichaut rentre dans la catégorie des
plantes modérément tolérantes au sel, en particulier pendant la phase végétative (Francois,
1995). Toutefois, comme I'a observé Francois (1995), la croissance végétative de l'artichaut
était plus tolérante au stress salin que la production de bourgeons. En effet, 'auteur et dans
une étude réalisée dans la région désertique irriguée du sud de la Californie, a indiqué que la
salinité jusqu'a 6,1 dS.m™ (conductivité électrique de I'extrait du sol saturé) n'affecte pas le
rendement des bourgeons, mais chaque unité au-dessus de 6,1 dS.m™ baisse le rendement de
11,5 %.

7-4- Gestion agricole des plantes
De nombreuses pratiques culturales sont adoptées dans la gestion agricole de I’artichaut.

L’¢limination des ramifications latérales est 1’une de ces pratiques, c’est une operation
manuelle nécessitant beaucoup de main-d'ceuvre et constitue 30 % des colts totaux de culture
(Bianco, 1990). Le nombre de ramifications peut varier entre 1 et 3, selon le cultivar, I'age des
plantes et la méthode de propagation. En particulier, les génotypes précoces produisent plus
de ramifications que les tardifs. Le nombre des ramifications restantes par plante (1 pour le
type Romanesco et 3-4 pour les variétés a floraison multiple) dépend de la typologie
d'artichaut. Cette operation réduit le nombre de capitules par plante, mais offre un avantage

important pour I'optimisation de la taille du capitule.
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L'enléevement de la tige est une pratique commune pour les génotypes d'artichaut a
multiplication végétative. Elle consiste a couper la partie supérieure des plantes 4 cm sous le
niveau du sol a la fin de la saison de croissance lorsque la partie aérienne des plantes est
complétement seche (en juin dans le bassin mediterranéen) (Bianco, 1990). Comme résultat,
I’artichaut rentre dans une dormance estivale et n’est pas productif pendant une courte période
(environ 30-50 jours). Cette opération permet I'élimination des bourgeons présents sur la
partie superficielle du rhizome. Ces bourgeons sont déja différenciés et, s’ils sont laissés sur
le rhizome, donneront lieu a de nombreuses ramifications, aprés la dormance estivale. Ces
ramifications doivent étre allégées pour obtenir une production satisfaisante et précoce
(Bianco, 1990).

7-5- Importance de I’application de ’AG3;
La production de I'artichaut peut étre trés rentable sur le plan commercial si les capitules

sont obtenus au cours des mois d'hiver plutét qu'au printemps. Une application correcte de
I'acide gibbérellique (régulateur de croissance végétale) peut augmenter la précocité et
l'uniformité du développement du capitule d’artichaut sans aucun dommage significatif pour
le développement des plantes ou la réduction du rendement (Mauromicale et lerna, 1995 ;
Garcia et al., 1999 ; Calabrese et Bianco, 2000). Les effets de I'application d’AGgs
concernaient la levée de la dormance apicale et la stimulation de la formation du capitule.
Mais les chercheurs ont rapporté des résultats différents sur I'application d’AGs. Par exemple,
Foury (1977) a appliqué différentes concentrations d’AGs a des mois différents. Il a indiqué
que seule la premiere pulvérisation est d'une importance pratique, car elle a avancé la date a
laguelle les bourgeons ont changé de couleur de 37 jours et le début de la récolte de 18 jours.
Calabrese et Bianco (2000) ont mené une étude dans le but d'obtenir une production précoce
et d'évaluer le rendement et la qualité des nouvelles variétés multipliées par semences traitées
avec AGs. lls ont rapporté, sur une moyenne de dix-neuf récoltes effectuées chaque année
entre les mois d’octobre et de mai, que le poids moyen des bourgeons primaires a atteint
150 g chez tous les cultivars gu'ils ont utilisés. Pour la production annuelle, un traitement
comprenant 2 a 3 pulvérisations foliaires, par le régulateur de croissance, devrait étre applique
a intervalle de deux semaines. Pour les productions pérennes, les traitements a l'acide
gibbérellique sont pulvérisés sur les plants 6 semaines avant la premiére récolte attendue.

Les effets des traitements avec AG; sur le temps de la récolte et la qualité du rendement
des plantes reproduites par semences ont été soigneusement étudiés (Esteva et al., 2004 ;
Paradiso et al., 2007 ; Miguel et al., 2004, Schrader 2005 ; Maroto, 2007). En fait, tous les
cultivars propagés par semences produisent, sans aucun traitement avec I’AGg, a la fin de
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I'niver et au printemps en fonction de la date de transplantation (été ou au debut de I'automne)
(Basnizki et Goldshmidt, 1994).

7-6- Recolte et commercialisation de produits comestibles
Compte tenu de toutes les typologies, la production de capitules peut survenir tout le

long de 1'année, rendant ainsi I’artichaut bien adapté aux conditions climatiques et les besoins
du marché. En fonction de ces besoins, les capitules doivent étre récoltés, avec environ 10 cm
de la tige, lorsque les fleurons primordiaux sont rudimentaires, et les capitules sont frais,
compacts, propres et exempts de défauts tels que des rayures, des ecchymoses et les bractées
cassées. Toutefois, les capitules produits par la plante ne sont pas récoltés et
commercialisables en totalité ; les petits capitules sont souvent utilisés en transformation. La
commercialisation des capitules d'artichaut se fait selon les normes qui les classent en trois
catégories (extra, premiére et deuxiéme catégorie commerciale) sur la base des caracteres
morphologiques et les normes de qualité (ex. : calibre, homogenéité, etc.). Le développement
séquentiel de capitules dans chaque plante rend la récolte mécanique de I’artichaut
impossible. Cela pourrait étre permis dans les plantations issues de graines. En général, la
température peut fortement influencer la fréquence de récolte.

Pour conserver toutes ses qualités, les capitules doivent étre manipulés soigneusement
durant les opérations de récolte, d'emballage et de refroidissement. Apres la récolte, les
capitules doivent étre rapidement stockés a 0 °C et 90-95 % de H.R. (le potentiel de stockage
de l'artichaut est généralement inférieur a 21 jours) et examinés visuellement pour retirer ceux
avec des blessures d'insectes, dégats mécaniques, ou des défauts esthétiques. Les capitules
commercialisables, classés en fonction de leur taille, doivent étre emballés & la main dans des
boites en carton ondulé enduites de cire. L'emballage doit respecter les normes d'hygiéne et
I'étiquetage avec des informations sur l'origine de la culture (Piazza et Caccioni, 2009). Les
capitules doivent étre conservés a 4 °C lors du transport a travers les circuits de distribution.
Ils ont une faible sensibilité a I'éthyléne exogeéne. Ce dernier n’est pas considéré comme un

facteur important dans la manutention apres la récolte et la distribution.

8- Importance économique de I’artichaut

8-1- Importance économique
L'artichaut présente certains avantages dus a sa valeur économique et a la stabilité de

revenu qu’il génere. L'importance économique de l'artichaut est justifiée par ses utilisations
differentes, comme dans I'alimentation humaine, en forme fraiche ou industrialisée (conserve,

congelé, liqueur et cremes), dans l'industrie pharmaceutique et dans la coagulation du lait
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(fleur de l'artichaut sauvage). Il présente, tout de méme, une forme potentielle d'utilisation
comme fourrage (I'extrait frais, ensilage, farine déshydratée et alimentation), la biomasse pour
la production d'énergie, la fibre pour la cellulose (tige de l'artichaut), la graine pour la
production d'huiles et de protéines, extraction de I'inuline et de fructose, et comme plante
ornementale.

Cynara cardunculus spp. a été également considéré comme une culture dont la
biomasse est importante notamment pour des fins énergétiques (Foti et al., 1999 ; Fernandez
et al., 2006 ; Angelini et al., 2009 ; Mantineo et al., 2009 ; lerna et Mauromicale, 2010 ; lerna
et al., 2012). Son application en tant que biocarburant solide a été étudiée par plusieurs
auteurs dans le cadre de projets européens (Foti et al., 1999 ; Piscioneri et al., 2000 ; Curt et
al., 2002 ; Angelini et al., 2009) principalement pour la production de chaleur ou d'énergie.
La valeur calorifique de la biomasse lignocellulosique aérienne de Cynara est tres intéressante
et peut aller de 4083 & 3795 kcal kg™ MS selon Fernandez et al. (2006) et de 15 MJ kg™ selon
Angelini et al. (2009).

Les différentes technologies de transformation, telles que la combustion, la pyrolyse et
la gazéification ont été étudiées pour I'exploitation de la biomasse (Encinar et al., 2001 ;
Gonzales et al., 2004 ; Damartzis et al., 2011). La production moyenne de biomasse est de
20 t/ha par an. Son maximum peut atteindre 30 a 35 t/ha par an. La répartition de cette matiere
est d’environ 40 % des tiges, 25 % des feuilles et 35 % des capitules (Fernandez, 1992 ;
Dalianis et al., 1996). Les principaux avantages de I'utilisation de Cynara spp. comme culture
énergétique sont liés a la productivité élevée de biomasse ; a la faible teneur en humidité et au
pouvoir calorifique élevé. Il est important de prendre en compte que la biomasse et le
rendement énergétique, comme rapporté par lerna et al. (2012), est fortement affectée par le
génotype, la gestion agricole et les conditions environnementales.

De plus, le potentiel de Cynara spp. comme culture de biomasse pour la production de
pate a papier a été largement étudié par plusieurs auteurs (Anthunes et al., 2000 ; Gominho et
al., 2001 ; Fernandez et al., 2006 ; Gominho et al., 2009), en particulier, Gominho et al.
(2001) ont évalué I’anatomie et la composition chimique des tiges de la plante et trouvé des
propriétés de résistance intéressantes notamment en matiére de résistance a la traction. Le
rendement de tige en pate est de 46 % avec une faible teneur en lignine résiduelle (Gominho
et Pereira, 2006). Aussi, l'utilisation de poils et Pappi de capitules comme nouvelle matiére
premiére pour produire du papier a éte étudié (Gominho et al., 2009).

L'intérét pour cette culture a augmenté ces dernicéres années aussi pour 1’extraction de

I'inuline principalement a partir des racines (Raccuia et Melilli, 2004, 2010). En effet, dans la
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famille des Asteraceae, la réserve de glucides est représentée par l'inuline qui est un
polysaccharide linéaire (Raccuia et Melilli, 2004, 2010). L'inuline est stockée dans les
organes de réserve (c.-a-d. rhizome et racines pivotantes) et elle est décomposée pendant la
phase de dormance estivale, avant la croissance de la plante.

L'inuline couvre également les demandes de floraison et la maturation des graines.
L'accumulation de ce polysaccharide est renforcée par I'augmentation des conditions de la
photosynthése (longue photopériode) (Raccuia et Melilli, 2010). L'inuline de Cynara spp. est
caractérisée par un haut degré de polymérisation (Ronkart et al., 2007 ; Hellwege et al.,
2000). La composition d'inuline et le rendement dépendent du genotype, de la date de récolte,
les conditions environnementales et les processus d'extraction. L'intérét croissant dans la
culture de Cynara spp. pour I’extraction de l'inuline est principalement d0 a la grande
disponibilité de la matiére premiére (racines) et les rendements d'inuline. En ce qui concerne
le rendement, Raccuia et Melilli (2004), ont enregistré un rendement moyen de 9,8 t/ha MS
dans les racines, avec un rendement moyen de l'inuline de 3 t/ha.

L'inuline a également été reconnue comme un ingrédient alimentaire bénéfique. En
effet, I'industrie alimentaire a augmenté au cours des dernieres décennies, l'utilisation de ce
polysaccharide comme ingrédient nutritionnel, et en particulier comme substituant de la
matiere grasse et comme agent prébiotique. L'inuline est également utilisée dans le yaourt et
les préparations de glaces. En effet, elle forme un gel, quand elle est émulsionnée avec de
I'eau qui est similaire a la texture de grasse, mais avec beaucoup moins de calories (Raccuia et
Melilli, 2004).

En outre, l'utilisation de la culture comme espéces ornementales a été également

proposée par certains auteurs (Lanteri et al., 2012 ; Ciancolini et al., 2012).

8-2- Utilisation dans I’alimentation

a- Alimentation humaine
Depuis les temps anciens, l'artichaut a été utilisé pour ses inflorescences immatures

(capitules) qui peuvent étre vendus entiers pour la consommation en frais (Garcia et al., 2005)
ou pour la transformation industrielle. Dans la consommation en frais, la partie comestible est
les bractées charnues du réceptacle floral. Pour la production des aliments transformés, les
capitules encore fermés sont utilisés pour la préparation de conserves. En particulier, les
pétioles des feuilles charnues des plantes jeunes, au stade végétatif, sont utilisés dans
l'alimentation humaine dans les pays méditerranéens (Fernandez et al., 2006). En Italie,

’artichaut est également utilisé dans la fabrication d'une liqueur, populaire et trés ameére.
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Selon Bianco (1990), l'utilisation dans l'alimentation humaine est justifiée par la
présence de bonnes caractéristiques organoleptiques, la haute valeur nutritive et la teneur en
substances fonctionnelles.

Selon Robles (2001), l'artichaut présente une quantité modérée de vitamines et de
minéraux, une faible quantité de protéines et de lipides, une valeur modérée en glucides et une
teneur élevee en eau. Dans 100 g de la partie comestible, on trouve 86,5 % d’eau, 2,8 g de
protéines, 0,2 g de lipides, 9,9 g de glucides, 1,8 g de cendres, 3,49 de fibres, 0 g de
cholestérol, 51 mg de calcium, 69 mg de phosphore, 1,1 mg de fer, 30 mg de sodium, 310 mg
de potassium, 10 mg de magnésium, 150 mg de vitamine A, 8 mg de vitamine C, 0,07 mg de
vitamine B, 0,04 mg de vitamine B2, 0,85 mg de vitamine B3, 42,10 mg de lutéoline, 837,01
mg d’acide 1,5-O-dicaféylquinique et 1 544,91 mg d’acide 5-O-caféylquinique.

Maccarone et al. (1999) ont étudié les possibilités d'utilisation de I'huile extraite des
génotypes de Cynara (Artichaut cultivé, cardon cultivé et sauvage). lls ont constaté que les
espéeces les plus prometteuses en qualité et quantité d'huile étaient les cardons, en particulier
les génotypes sauvages. Les triglycérides sont les constituants dominants, avec une quantité
tres faible de phospholipides et des glycolipides. La répartition des phytostérols est typique de
I'nuile des Asteraceae. En fait, la teneur élevée en acides oléique et linoléique et la faible
quantité d'acides gras libres et saturés et peroxydes assurent une bonne qualité alimentaire. Le
grand contenu en a-tocophérol offre une garantie de la stabilité contre I'oxydation.

Depuis les temps anciens, les fleurs de Cynara ont été traditionnellement utilisées
comme présure naturelle pour la production de fromage de brebis typique d'une certaine
région du Portugal et d'Espagne (Verissimo et al., 1995). En particulier, ces propriétes
coagulantes sont liées a la composition d'enzyme et la spécificité protéolytique des protéases
cardosine A et cardosine B (Vieira et Barbosa, 1972). En fait, ces enzymes sont similaires, en
matiére de spécificité et d'activité, a la chymosine et a la pepsine (\VVerissimo et al., 1995 ;
Ordiales et al., 2012).

b- Alimentation pour animaux
La possibilité d'utiliser la biomasse de Cynara spp. comme fourrage vert pour

I'alimentation des ruminants en hiver a été proposée par Fernandez et al. (2005) avec un
rendement de 6,5t de MS/ha. Aussi, l'utilisation de la graine pour l'alimentation des
ruminants a éte évaluée par Cajarville et al. (2000). Les résultats obtenus dans la littérature
ont montré une réelle possibilité d'utiliser cette culture pour I'alimentation des ruminants.
Aprés une analyse des études antérieures sur la valeur nutritive des feuilles et des
bractées de l'artichaut (Cynara scolymus), il est suggéré que, malgré des teneurs relativement
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faibles d'acides aminés, les bractées d'artichaut peuvent étre utilisées en tant que composant
de l'alimentation des bovins laitiers et de boucherie. Dans les régimes alimentaires des bovins,
les bractées d'artichaut ont une valeur nutritive comparable a celle de l'ensilage de mais
(Galvano et Scerra, 1983). D'autre part, les feuilles, les déchets de [lindustrie de
transformation de 1’artichaut sont utilisés pour I'alimentation du bétail (Pecaut, 1992).

L’importance des feuilles d’artichaut dans ’alimentation des animaux a été également
étudiée chez les poussins (Bonomi et al., 1998 ; Stoev, 1998), les lapins (Bonomi, 1999) et les
canards (Bonomi et al., 1999) et une amélioration nette du poids a été remarquee en utilisant
la farine de feuilles d'artichaut déshydratées dans I'alimentation.

7-3- Usage médical

L’espeéce est essentiellement cultivée pour couvrir les besoins pharmaceutiques, il a été
utilisé en médecine traditionnelle pour ses effets thérapeutiques reconnus (hépatoprotecteur,
anticarcinogene, cholérétique, antioxydant, antibactérien, diurétique, hypocholestérolémiant,
hypoglycémiant) (Gebhardt, 1997 ; Kraft, 1997 ; Clifford, 2000 ; Saénz Rodriguez et al.,
2002 ; Coinu et al., 2007 ; Rondanelli et al., 2011 ; Fantini et al., 2011). Ces dernieres
annees, l'intérét pour les antioxydants naturels pour la nourriture ou les applications
pharmaceutiques est en hausse aux dépens de l'utilisation des antioxydants synthétiques
(Llorach et al., 2002 ; Falleh et al., 2008).

Aujourd'hui, les extraits secs de Cynara spp. sont déja commercialisés en tant que
médicaments, principalement pour le traitement des maladies cholérétiques et du foie
(Lattanzio et al., 2009). Plusieurs études, a la fois in vivo et in vitro, ont été menées pour
démontrer les effets favorables pour la santé des extraits de l'artichaut. En particulier, les
extraits de feuilles sont bénéfiques pour diminuer les taux de cholestérol avec une réduction
de sa synthése dans le foie et une diminution de I'accumulation de graisses dans les autres
tissus (Kraft, 1997). Egalement, des propriétés hépatoprotectrice et cholérétique ont été
démontrées pour les extraits d’artichauts (Adzet et al., 1987). Ces propriétés favorables a la
santé sont principalement liées a la forte teneur en composés polyphénoliques, qui comprend
les acides mono et dicaféylquiniques et les flavonoides (\Wang et al., 2003 ; Fratianni et al.,
2007 ; Lattanzio et al., 2009 ; Lombardo et al., 2010 ; Menin et al., 2010 ; Pandino et al.,
2010, 2011a, 2011 b, 2011c, 2012). Dans les dérivés caféiques, I'acide chlorogénique (acide
3-O-caféoylquinique) est I'élément le plus abondant et représente environ 39 % du contenu
total des derives de 1’acide caféoylquinique (Lattanzio et al., 2009). Les autres grands dériveés
de l'acide caféoylquiniques, trouvés dans les extraits de feuilles et dans le capitule de
l'artichaut, sont  représentés par l'acide 1,5-O-dicaféoylquinique, Il'acide 3,4-O-
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dicaféoylquinique et la cynarine ou I'acide 1,3-O-dicaféoylquinique, ces acides représentent
respectivement 21 %, 11 % et 1,5 % du total des acides caféoylquiniques (Lattanzio et al.,
1994, 2009). Cependant, il est important de noter que, dans les tissus végétaux, la teneur en
composés phénoliques est fortement liée aux stades physiologiques, au génotype, aux organes
parties de plantes, aux conditions environnementales, a la gestion agricole et aux conditions
de postrécolte (Lattanzio et Morone, 1979 ; Fratianni et al., 2007 ; Lattanzio et al., 2009 ;
Lombardo et al., 2010 ; Negro et al., 2011 ; Pandino et al., 2011a, 2011 b, 2011c, 2012).

9- Systeme de propagation

En dehors de la nécessité de produire de nouveaux clones améliorés, I'un des problemes
non encore totalement résolus est celui de la production de matériel génétique qui se préte
bien a la multiplication.

En fait, étant donné que la multiplication par graines est un objectif qui reste a atteindre,
la multiplication végétative associée a la nécessité de rajeunir l'artichaut au bout de 4-5 ans
apres l'implantation, pose le probleme de la production de matériel de multiplication qualifié
(exempts de pathogénes) et éventuellement de faible co(t.

9-1- Méthodes conventionnelles de multiplication asexuée ou végétative
La multiplication végétative est la méthode la plus commune pour l'artichaut (De Vos,

1992). Selon Morison et al. (2000), l'artichaut est actuellement multiplié principalement par
voie végétative via ‘ovolo’ (pousses souterraines dormantes), rejetons ou drageons, éclat de
souches ou les pousses séchées. Pour obtenir une haute performance productive, le
renouvellement des plantations d’artichaut est souhaitable tous les deux a trois ans, pour faire
suite a la perte de la vigueur des plantes et a 1’engorgement de la zone racinaire apres un
certain nombre d'années de croissance et de régénération (Ciancolini, 2012). Selon
Mauromicale, (1984), les plantes d’artichaut destinées a la production des capitules sont elles-
mémes la source du matériel de propagation végétative (ovolo et rejetons) ; le potentiel de
multiplication des plantes d’artichaut, dans ce cas, se trouve considérablement réduit.

Les agriculteurs utilisent souvent les rejetons dans le systeme de propagation asexuée de
I’artichaut. Les ramifications proviennent de bourgeons souterrains presents sur le rhizome
des plantes et régénerent de nouvelles plantes capables de s'enraciner, sachant que le
pourcentage d'enracinement dépend du matériel d'origine (Calabrese, 2009). Les pousses,
présentant environ quatre feuilles et un systéme racinaire bien développe, sont qualifiées
comme de bonne qualité pour ce genre de propagation (Bianco, 1990 ; Elia et Miccolis,

1996). L’utilisation de ce systéme de propagation est largement répandue a partir de I'automne
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jusqu'au printemps. Si la transplantation est faite en automne, les plantes commenceront a
produire seulement pendant la deuxieme année (Bianco, 1990). Afin d'améliorer le rendement
des plantes, Eser et al. (2005) ont vérifié les effets de décapitation des pousses enracinées
avant la plantation afin d'augmenter le rendement total. Ils ont noté que le nombre de pousses
sur les plantes augmente avec la décapitation. Ils ont également constaté que le rendement
total a augmenté avec la décapitation, bien qu'il n'ait pas d'incidence sur le rendement
précoce. En général, la technique des rejetons n'est pas tres spécialisée et présente un
pourcentage elevé de pertes de plantes.

Les ‘ovolo’ sont des branches dormantes insérées sur le rhizome et qui n'ont pas achevé
le développement en raison des températures élevées et des déficits d'eau, ils ont un bourgeon
terminal et plusieurs bourgeons latéraux. lls présentent un autre systeme de propagation
asexuée pour l'artichaut (Bianco, 1990). Généralement de forme cylindrique, les ‘ovolo’
peuvent atteindre 13-14 cm de hauteur et de 1,0 a 3,5cm de diametre. Une plante peut
produire plus de 20 ‘ovolo’, mais ils ne sont pas tous adéquats. L'élimination du bourgeon
apical augmente la production des ‘ovolo’ et leur taille. Les ovolos sont collectés a partir des
plantes méres en repos entre la fin de juillet et mi-aoGt (Miccolis, 1996), apres avoir passé une
période de repos assez longue (environ deux mois). Ils sont placés dans des couches de paille
pour la pré-germination dans des conditions chaudes et humides, permettant ainsi le
développement du systeme racinaire. Aprés une semaine, ils deviennent préts a étre
transplantés en plein champ (Bianco, 1990). Le développement des plantes a partir de ‘ovolo’,
en plus d'étre influencé par I'environnement de la culture, dépend aussi du degré d'évolution
atteint par ‘ovolo’ sur la plante mére (Rey Mufioz, 2005). I est a noter, enfin, que les ‘ovolo’
sont prélevés de l'artichaut de I'année en choisissant des plantes saines, précoces, productives
et le plus possible, morphologiquement uniformes.

Un systeme de propagation asexuée non specialisé utilisé dans certaines régions de
cultures traditionnelles d'artichaut implique [l'utilisation des souches. Les souches sont
collectées a la fin du cycle de production, puis elles sont divisées en petites portions appelées
zampe en langue italienne. Chaque partie des souches présente des racines et dispose d'un
certain nombre de bourgeons qui régénerent de nouvelles plantes. Cette méthode
d’implantation est toutefois utilisée dans de petites parcelles, en particulier dans les régions
froides, ou les ‘zampe’ sont laissés sur le terrain pendant I'hiver et transplantés en avril (Tesi,
1994). Cette technique donne des plantes hétérogenes caractérisées par une production tardive

des capitules avec beaucoup de problémes phytosanitaires (Bianco, 1990).
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Les systemes de multiplication végétative ne sont pas tres spécialisés et présentent de
nombreux problémes phytosanitaires. En outre, cette multiplication utilisant des techniques
traditionnelles, présente plusieurs inconvénients tels que le faible taux de multiplication, le
pourcentage élevé de pertes de plantes, le colt de main-d'ceuvre élevé et la plantation tardive
(Ancora et al., 1981). L'efficacité de cette procédure est trés limitée et constitue un obstacle
sérieux au développement de I'artichaut comme une culture moderne. En 2004, Mauromicale
et al., ont développé une procédure de pépiniére pour la production de plantules d’artichaut ;
le planning est compose de trois phases : 1) I'obtention des rejetons du méme age de la plante
meére, élevés dans la pépiniere, en enlevant l'apex et la partie épigée de la plante ; 2) la
préparation des rejetons pour la transplantation ; 3) transplantation des rejetons et production
des plantules en pépiniére. Cette technique, augmente le pourcentage de plantules des rejetons
transplantés, réduit le temps de la production de plantules, permet d'obtenir des plantules

pendant toute I'année rendant ainsi le calendrier cultural plus souple (période de la plantation).

9-2- Méthodes innovantes : Culture in vitro
La propagation in vitro, et malgré les colts élevés qu’elle engendre a résolu de

nombreux problémes de maladies associées a la propagation veégétative traditionnelle chez de
nombreuses especes. Le développement des techniques de cette méthode a conduit De Leo et
Greco a essayer de mettre au point, en 1973, un protocole de culture in vitro pour l'artichaut,
base sur la prolifération des bourgeons de méristémes apicaux. De Leo et Gréco en 1976, puis
dans les années 1980, Ancora et al. (1981), Ancora, (1986) et Pécaut et al. (1983), ont
développé les premieres techniques de multiplication in vitro pour l'artichaut avec des
résultats satisfaisants. Les explants utilisés pour la micropropagation de I'artichaut étaient les
segments de racines (De Leo et Greco, 1976), les graines (Benoit et Ducreux, 1981) et les
apex des pousses (Ancora et al., 1981). En général, la multiplication in vitro de I’artichaut a
résolu les principaux problemes phytopathologiques causés par des champignons et des
bactéries et a permis la réduction du co(t du travail et la simplification de la gestion culturale
(Saccardo et Ancora, 1985). La production de plants indemnes de virus en utilisant la
micropropagation semble étre liée a la dimension primaire de I'apex qui ne doit pas depasser
0,8 mm de diametre (Bianco, 1990). En ltalie, Ancora et al. (1981), Ancora, (1986) et
Morone-Fortunato et al. (2005) ont développé la technique de propagation in vitro pour
I'artichaut Romanesco et les typologies précoces. Une technique de multiplication végétative,
en conservant les avantages de la multiplication in vitro (des plantes indemnes de maladies,
I'uniformité des plantes) et la réduction des codts pour les producteurs de plantes, a été

développée par Cardarelli et al. (2005a et b). Cette technique consiste a utiliser des plantes
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micropropagées exemptes d'agents pathogeénes, cultivées en pots sous serre, en tant que
plantes meéres pour obtenir des ramifications pour les transplantations en plein champ. Afin de
promouvoir la production de ramification, les plantes méres sont periodiquement soumises a
un traitement chimique avec un régulateur de croissance, la 6-benzylamino purine (BAP) et
une opération de réduction de la taille au niveau du collet. Les rejetons ainsi obtenus, sont
stockés a froid apres la récolte (3 récoltes par an) et, au printemps, sont cultivés dans des
plateaux multi-composants, dans des conditions d'humidité elevée pour I'enracinement et la
transplantation en éteé.

9-3- Propagation sexuée

Une amélioration considérable en termes de quantité et de qualité de la production
pourrait étre atteinte par la propagation par graines. Dans les dernieres années, la propagation
de l'artichaut par graines (akenes) a été examinée pour surmonter les problemes mentionnés
ci-dessus liés a la propagation asexuée. Le développement de cultivars reproduits par
semences représente un objectif important dans le programme de reproduction de l'artichaut
(Bernal et al., 2005) et dans la modernisation de sa culture (Lo Bianco et al., 2012). Les
cultivars reproduits par graines deviennent populaires dans certains pays comme Israél, les
Etats-Unis et I'Espagne, mais peu d'entre eux ont une uniformité commercialement acceptable
(Lanteri et al., 2001, 2006). Les cultivars multipliés par semences présentent les avantages
majeurs suivants (Basnizki et Zohary, 1994) :

- La possibilité d'introduire la culture d’artichaut dans de nouveaux domaines ;

- La réduction des colts de main-d'ccuvre et de la gestion agricole ;

- La plus grande flexibilité du cycle de cultures et la possibilité d'inclure 1’artichaut dans
les rotations de cultures annuelles ;

- La production de plantes indemnes de virus et la prévention de la transmission et la
diffusion pathogenes du sol ;

- Le développement de longues racines pivotantes verticales, qui utilisent plus
efficacement I'humidité du sol et la teneur en engrais (Foti et al., 2005) ;

- La possibilité de mécaniser les opérations agronomiques de semis et de la récolte.

La propagation sexuée peut étre effectuée en utilisant les génotypes a pollinisation libre,
les lignées consanguines, les hybrides F1 et les variétés synthétiques. La majorité de cultivars
multipliés par semences a été produite au cours des 25 derniéres années en Israél et aux Etats-
Unis. Le premier était Talpiot au debut des années 80. Ce cultivar consanguin a été obtenu
apres cing générations d'auto-pollinisation (Basnizki et Zohary, 1987). En fait, il y a d'autres
cultivars consanguins et a pollinisation libre multipliés par semences dont les plus importants
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sont : Imperial Star, Emerald, Green Globe et Colorado. En Italie, comme un exemple de
nouveau clone, on trouve Terom, dérivé de pollinisation libre de Violetto di Toscana (Tesi,
1981; Basnizki et Zohary, 1994). Les hybrides F1 comme HU # 044, HU 137, et HU #223 ont
été développés depuis les années 1980 par Basnizki et Zohary, (1994). D'autres hybrides tels
gue Romano, Napoleone, Romolo, Orlando, Madrigal, Simphony, Harmony, Concerto, Opal,
Tempo, Nun 4021 F1 et Nun 4051 F1, présentent de nombreux avantages pour surmonter les
problémes de consanguinité et montrent des effets positifs de I'nétérosis qui est responsable de
la vigueur, la précocité et la productivité des jeunes plants (Lo Bianco et al., 2012).

De nombreuses recherches sur ces hybrides ont été lancées au cours de ces 15 dernieres
années, non seulement dans les pays ou l'artichaut est traditionnellement cultivé, mais aussi
dans d'autres ou cette espéce est encore peu connue (Pesti et al., 2004 ; Bucan et al., 2005 ;
Jani et al., 2005). A I'neure actuelle, les recherches sur les hybrides F1 visent principalement &
I'optimisation des techniques culturales, I'évaluation du rendement ainsi que la qualité de la
production et la composition biochimique (Calabrese et al., 20054, b). La plupart des cultivars
multipliés par graines et mis sur le marché ont été produits en Israél et aux Etats-Unis
"Imperial Star" (Rey Mufioz, 2005).

Enfin, la multiplication de I'artichaut (Cynara scolymus L) par graines offre beaucoup
d'avantages par rapport a la multiplication par voie végétative : diminution des frais de
plantation, homogénéité du développement des plantes, garantie phytosanitaire, facilité et
rapidité de diffusion des nouvelles variétés, obtention du rendement maximal des plantes dés
la premiere année et réduction de I'utilisation d'engrais et de pesticides (Mauromicale et lerna,
1995).

10- Ressources génétiques d’artichaut
Le nombre de cultivars d’artichauts cultivés dans le bassin méditerranéen et dans

d'autres parties du monde ne peut pas étre facilement déterminé. Un cultivar a un seul endroit
est souvent connu sous d'autres noms dans d'autres localités (ex. : environ 14 noms sont
employés pour indiquer I’artichaut ‘Catanese’ ; (Bianco, 1990)). Par conséquent, le nombre de
noms dépasse celui des cultivars réels. La composition des cultivars en Italie, en Espagne, et
en France a été largement étudiée, mais elle est beaucoup moins connue dans les autres pays
méditerranéens. L’Italie est le pays possédant la plus importante collection de germoplasmes
autochtones d’artichaut (Cynara cardunculus var. scolymus L.) avec de nombreux groupes
variétaux distincts bien adaptés aux differents environnements locaux (Mauromicale et lerna,
2000 ; Lanteri et al., 2001, 2004 b ; Ciancolini, 2012).
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Méme si 100-120 génotypes sont actuellement caractérisés, seulement 11-12 d'entre eux
peuvent étre considérés comme ayant une grande importance commerciale (Basnizki et
Zohary, 1994; Mauro et al., 2009). Bien que le nombre de cultivars soit assez limite, ils
different nettement les uns des autres par de nombreux traits. En se basant sur la collection
mondiale d'artichaut assemblée a Bari (Italie), Dellacecca et al. (1976) ont décrit I'intervalle
de variation dans 20 différents traits morphologiques et productifs et ont préparé un ensemble
de descripteurs pour la variation trouvée. La collection d'artichaut a Bari a également été
soumise a une étude détaillée de divergence des génotypes sur la base des caracteres
morphologiques des capitules par une analyse multivariée (Porceddu et al., 1976). Cette
analyse a montré que la majorité des accessions analysées entrent dans les quatre typologies
suivantes (Figure 14):

A) ‘Spinoso’, caractérisé par la présence de longues épines pointues sur les bractées et

les feuilles ;

B) ‘Violetto’, avec des capitules de taille moyenne, violets et moins épineux ;

C) ‘Romanesco’, avec des capitules sphériques ou sub-sphériques non épineux ;

D) ‘Catanese’, avec des capitules relativement petits, de forme allongée et non épineux.

Figure 14: Quatre groupes d’artichaut classés sur la base de caractéres morphologiques des
capitules: A) ‘Spinoso’, B) ‘Violetto’, C) ‘Romanesco’, D) ‘Catanese’

Sur la base de la période de récolte des capitules, les ressources genétiques d’artichaut
sont classées en groupes variétaux précoces ou tardifs (Acquadro et al., 2010 ; Ciancolini,
2012). Le type de floraison précoce produit les capitules entre I'automne et le printemps, aprés
avoir arrosé les ovolos durant I'été (ex.: Spinoso sardo, Spinoso di Palermo, Violetto di
Sicilia). Le type a floraison tardive produit en printemps et au début de I'été et comprend les
génotypes de Romanesco et violetto di Toscana (Saccardo, 2009).
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Dans des études récentes par les marqueurs moléculaires AFLP (Sonnante et al., 2002 ;
Lanteri et al., 2004a ; 2006 ; Crino et al., 2008), un accord cohérent entre les classifications
génotypiques et phénotypiques basées sur les caractéres des capitules a indiqué que les
morphotypes cultivées jouent un rdle important dans la détermination de la variation au sein
des especes.

D'autres génotypes, dont le cv. Tudela d'Espagne (Dellacecca et al., 1976 ; Porceddu et
al., 1976), appartiennent a un groupe intermeédiaire tandis que le germoplasme francais a été
classé en deux principaux groupes : 1) la typologie de la Bretagne, caractérisée par de grands
capitules verts (ex.: Camus de Bretagne, Caribou, Camerys) et 2) la typologie Midi, qui
comprend les genotypes provenant du Sud de la France (ex. : Violet de Provence et Violet
Hyeres) caractérisé par les capitules violets (Saccardo, 2009).

11- Maladies de I’artichaut
La plante d’artichaut est attaquée par plusieurs agents pathogenes et parasites (Pasquini

et Barba, 2000). Les principaux agents pathogénes de la partie aérienne de la plante
d’artichaut sont les suivants: I’oidium (Leveillula taurica), 1’ascochytose (Ascochyta
cynarae), le mildiou de composées (Bremia lactucae), la verticilliose (Verticillium dahliae) et
la pourriture grise (Botrytis cinerea). Leveillula taurica peut attaquer sérieusement la partie
aérienne de la plante provoquant un flétrissement des feuilles, ce qui réduit la production de
capitules. Les spores sont transmises d’un champ a 1’autre par l'air, ce qui rend la propagation
de la maladie difficile a contrbler. Aucune pratique culturale n’a été identifiée afin de ralentir
le développement de 1’oidium sur I’artichaut. Les graves épidémies de flétrissement, causées
par le pathogéne des racines Verticillium dahliae, ont été fréquemment observées sur les
appareils racinaires dans différentes régions chaudes de plantation d'artichaut tels que le Sud
de I'ltalie (Ciccarese et Cirulli, 1985), le Chili (Fernandez et Bertrand, 1988), et I'Est de
I'Espagne (Armengol et al., 2005). L'utilisation de souches infectées aurait grandement
contribu¢ a la diffusion de l'agent pathogene dans toutes les zones de culture de I’artichaut en
Espagne, ou de graves dommages ont été observés sur le cv. Blanca de Tudela, ainsi que sur
cv. Imperial Star reproduits par semences (Armengol et al., 2005). En général, la maladie se
produit sur quelques plantes et se propage ensuite a travers I'ensemble du champ (Cirulli et al,
1994) avec des symptdémes qui se composent des retards de croissance, le jaunissement, le
fletrissement et le brunissement des vaisseau de la tige (Figure 15a,b) (Cirulli et al., 1994 ;
Amenduni et al., 2005). La stratégie de lutte contre la verticilliose de l'artichaut est basee sur
la plantation sur des sols non infestés, sur l'utilisation de rejetons indemnes de maladie et a
une rotation a long terme avec des especes non-hétes (Ciccarese et al., 1985). La sélection de
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génotypes tolérants ou résistants pourrait étre la stratégie la plus efficace pour le contréle de la
verticilliose (Cirulli et al., 1994). Au champ, l'infection par Verticillium peut favoriser le
développement de Pythium et les attaques bactériennes. Les attaques de Verticillium albo-
atrum, Sclerotinia sp., Sclerotium sp. et Rhizoctonia solani pourraient devenir importantes

sous des conditions élevées de température et de I’humidité (Tesi, 1994).

Figure 15 : Dégat du verticillium dahliae sur I’artichaut : a) Flétrissement d’une plante
infectée ; b) Brunissement vasculaire sur des sections transversales de la couronne d'artichaut
(Amenduni et al., 2005).

Les virus, isolés a partir de l'artichaut, sont capables d’extérioriser les symptémes ou de
rester latents, ce qui réduit la croissance des plantes (Martelli et al., 1979). lls sont transmis
principalement par les pucerons, les nématodes et le matériel de propagation infecté.
Cependant, la plupart des 23 virus, qui se trouvent en Europe ainsi que dans le bassin
méditerranéen sur cette culture, constituent de graves menaces pour l'artichaut (Gallitelli et
al., 2004). Les techniques de micropropagation pour l'obtention des plantes d'artichaut
indemnes de virus sont élaborées par Babes et al. (2004) sur les types "romanesco".
L'utilisation de matériel indemne de virus provenant de la culture de méristeme apical
représente un outil important pour le contréle de I'infection virale et permet une augmentation
significative de la productivité (Gallitelli et al., 2004). Par contre, la multiplication par
semences ne garantit pas 1’obtention de plantes indemnes de virus. En fait, certains artichauts
infectés par les virus tels que le Virus Italien Latent de 1’ Artichaut (AILV) et le Virus Latent
de I’Artichaut (ArLV) sont transmis a la fois par les semences et le pollen (Bottalico et al.,
2002 ; Acquadro et al., 2010). Bien que les dommages n'ont jamais été quantifiés, les virus les
plus dangereux sont représentés par AMCV (Artichoke Mottled Crinkle Virus), pour lequel
une méthode efficace de contrdle du matériel de multiplication est toujours nécessaire, par
ArLV, ACDV (Artichoke Curly Dwarf Virus), TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) et ADV
(Artichoke Degeneration Virus) (Lumia et al., 2003 ; Pasquini et al., 2004). Au Maroc, c¢’est
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principalement AMCV et ArLV qui attaquent les artichautiéres dont le premier est transmis
dans le sol infecté et le deuxiéme par les insectes (Gallitelli et al., 2004).

Plusieurs insectes et autres ravageurs limitent souvent la production de I'artichaut dans
certaines zones et exigent des mesures de contrble de la part des producteurs.
Le Pterophoridae ou la Mite de Plume d’Artichaut (Platyptila carduidactyla) est le ravageur
le plus grave de la culture pérenne, en Californie. Les dommages économiques se produisent
lorsque les larves se nourrissent sur les boutons floraux en les rendant invendables (Figure 16
a, b, ¢, d). De nombreuses espéces de lépidoptéres montrent une activité trophique sur
I’artichaut dans le bassin méditerranéen ; les pucerons et les larves de lépidopteres qui
creusent des galeries a la fois dans les feuilles et les tiges (ex. : Depressaria erinaceella et
Gortynia xanthenes) provoquent des dommages graves a la production dans le sud de I'ltalie
(Ancora, 1986). D'autres parasites animaux sont Larynus cynarae et Agromyza andalusiaca
(Tesi, 1994). En ce qui concerne les parasites d'origine animale, les dommages remarquables
causés par les souris et les escargots doivent étre rappelés. En ltalie, les agriculteurs
construisent des barriéres de sécurité autour du terrain (Figure 17a) pour limiter I’accés de la
souris du champ (Microtus savi) qui provoque d’énormes dégats qui s’expriment par la mort

des plantes attaquées (Figure 17b) (Calabrese, 2012).
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Figure 16 : Dégat de la Mite de Plume d’artichaut (Platyptilia carduidactyla) sur les boutons
floraux : a) Capitule d’artichaut avec des dommages sur les bractées, b) Nourriture des larves
sur bractées d'artichaut, c) Larve s'alimentant sur le capitule d'artichaut, d) Adulte.

Figure 17 : @) Champ d’artichaut entouré de barriéres ; b) La mort des plantes causée par la
souris du champ (Microtus savi).
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La gestion des mauvaises herbes est un probléeme, non seulement parce que les
mauvaises herbes utilisent les nutriments de la plante cultivée, mais aussi parce qu'ils
fournissent un habitat pour les insectes nuisibles, réduisant ainsi I'efficacité de la pulvérisation
par les produits antiparasitaires. Les champs d’artichaut sont des hotes a un large spectre de
mauvaises herbes, y compris l'ortie, la moutarde, le mouron des oiseaux, et oxalis. Le contréle
est possible par le traitement chimique, alors il n'y a pas de controles biologiques connus pour
la gestion des mauvaises herbes dans les champs d'artichaut ou la culture mécanique et le

binage a la main sont pratiqués.

12- Culture in vitro

12-1- Généralité
La culture in vitro est la culture d'explants de plantes, sur un milieu nutritif, en espace

réduit, dans un environnement contrdlé et en conditions stériles. C'est donc, une fagon pour
conserver et cultiver indéfiniment des plantes ou des cellules sur des milieux nutritifs
artificiels (Zryd, 1988). La culture et la régénération de plantes sont basées sur la totipotence
de la cellule végétale, contenant I'information génétique nécessaire a la régénération d'une
plante entiere (Toute, 1998).

Les explants utilisés different d’une plante a I’autre et peuvent étre des parties d'organes
ou d’organes entiers (tige, feuille, racine, fleurs, etc.), des tissus, des pieces florales, des
graines ou des embryons, des bourgeons, des apex ou des méristemes, des cellules somatiques
ou sexuelles, des cellules végétales débarrassées de la paroi ou protoplastes. Le choix de
I'explant se fait en fonction de la technique utilisée, de I'objectif tracé, mais aussi de I'espéce
étudiée.

La culture in vitro nécessite des conditions d'asepsie qui regroupent généralement les
explants, les milieux, les récipients et I’endroit du travail. Elles sont obtenues par un ensemble
d’opérations qui permettent de protéger I’explant a multiplier et son milieu contre toute
contamination microbienne. Pour se faire, les explants sont désinfectés, les milieux et les
récipients sterilisés a l'autoclave et les opérations de mise en culture se font sous hotte a flux
laminaire ou a c6té d’un bec benzéne.

La culture se fait généralement dans un environnement contrélé, c'est-a-dire un endroit
ou la température, 1’éclairement (durée et intensité) et I'humidité relative sont bien déterminés
(Auge et al., 1989). L'espace est réduit, car les plantes sont miniaturisées, cultivées dans des
récipients posés sur des étageres éclairées (Figure 18), ce qui rend la replantation des hectares

de terrain possibles a partir de plants cultives sur quelques métres carrés. Toutes les étapes de
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développement des plantes, de I’initiation a 1’enracinement, peuvent étre reproduites in vitro
(Banfalvi et al., 1997).

Figure 18 : Etagéres de culture éclairées

L’établissement d’une espéce, un cultivar ou une variété in vitro, nécessite quatre étapes
principales. Une premiere étape d'initiation de la culture est essentielle : c'est la phase la plus
sensible qui consiste a désinfecter les explants (racine, bourgeon, etc.) ou les graines, avant de
les placer sur un milieu de culture approprié. Viennent ensuite les étapes de multiplication,
d'enracinement et enfin d’acclimatation. L’acclimatation est le passage des conditions de
laboratoire aux conditions in situ. Cette phase s'avére souvent critique, car les plantes en tubes
ont toujours leurs stomates ouverts et peuvent sécher si le changement d'environnement se fait
trop brusquement. Le passage, d’un environnement peu éclairé a la lumiére de I’extérieure a
forte intensité, doit également s’effectuer en douceur.

Selon Dodds et Roberts (1985), la culture de tissus végétaux apporte une contribution
importante a l'agriculture et a l'industrie. Parmi les principales applications, il y a la
production de plantes haploides, la propagation des plantes a grande échelle
(micropropagation), I'obtention de plantes indemnes de virus, la production de métabolites
secondaires, la préservation in vitro des ressources génétiques par le maintien des banques de
génes et la production de plantes transgéniques. Cependant, le plus grand succés en termes
d'applications pratiques et commerciales réside dans la micropropagation (multiplication
clonale in vitro).

La micropropagation est une technique biotechnologique qui s'intéresse a la culture in
vitro de petites propagules (des explants), comme les apex, les semences, les embryons
immatures, les sections de feuilles, de fleurs, de racines et d'autres organes. Parmi ses

objectifs, on peut citer I’obtention de plantes génétiquement identiques a la plante mere et
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exempt de maladies, notamment les virus, et a la production de plants tout au long de I'année
(Semal, 1998).

Les plantes propagées par des techniques classiques, infectées par des champignons, des
bactéries ou des virus, transmettent ces agents pathogenes aux générations suivantes,
provoquant ainsi une diminution progressive des rendements. Une technique de culture de
tissus, connue sous le nom de 1’assainissement clonale, permet d'obtenir des plants sains a
partir des plantes infectées. Cette technique est basée sur I'enlévement d'un petit segment de la
région de croissance de la plante, le méristéme, et sa culture in vitro (Toute, 1998).

Bien que généralement colteuses, les techniques de la culture in vitro présentent une
tres grande capacité de production, avec des résultats fiables. Donc, elles ont été préférées par
les producteurs et les pépiniéres commerciales (Tomes et al., 1982).

12-2- Micropropagation de ’artichaut
Les premieres bases de la multiplication in vitro de 1’artichaut ont été rapportées par les

travaux de De Leo et Greco (1976), suivis par ceux d’Ancora et al. (1981) et Moncousin
(1981) produisant ainsi des taux de multiplication plus élevés que les méthodes
traditionnelles. Mais, le plus grand succes, soit en termes de taux de multiplication ou
d’enracinement et d’acclimatation, n’a été achevé que dans ces derniéres années avec les
travaux de Dridi (2003), Tavazza et al. (2004), Schneider, 2005 et Elia et al. (2007). Le
tableau 2 (page 47) résume les principaux travaux réalisés sur les différents cultivars de
I’artichaut a travers le monde, en donnant la composition des milieux, les combinaisons
hormonales et les conditions de cultures adoptées.

Les plantes d'artichaut obtenues a partir des plantules in vitro, présentent une plus
grande vigueur et une productivité accrue. En étudiant la micropropagation de trois clones
d'artichaut cv. Spinoso Sardo, Frau et al. (2004) ont conclu la supériorité productive du
matériel provenant de plantes micropropagées en quantité et en qualité. Dans le méme temps,
les problemes qui se posent dans I'élaboration de protocoles efficaces pour la phase
d'enracinement in vitro ont entravé la production in vitro de certaines variétés d'artichaut.
L'enracinement se produit a des taux qui sont beaucoup trop faibles pour atteindre une
production rentable de plantes micropropagées (Rossi et De Paoli, 1990). En général, les
cultivars d'artichaut tardifs montrent un plus grand potentiel pour I'enracinement in vitro que
les cultivars précoces (Ancora et al. 1981 ; Tavazza et al., 2004).

Pour faire face a cette problématique, 1’étude de I’amélioration de I’enracinement des
vitroplants, pour presque tous les cultivars d'artichaut, a fait 1’objet de plusieurs travaux
(Dridi, 2003 ; Tavazza et al., 2004 ; Schneider, 2005 ; Elia et al., 2007 ; Bedini et al., 2012).
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Ces études ont été basees soit sur le changement de la composition hormonale des milieux de
culture comme il a été rapporté par les travaux de Morzadec et Hourmant (1997) ou méme sur
le changement de la composition minérale des milieux de culture (Tavazza et al., 2004 ; Elia
et al., 2007). D’autres rechercheurs ont test¢é des composants alternatifs tels que les
cyclodextrines (Brutti et al., 2000 ; Dridi, 2003). Le recours aux mycorhizes a été rapporté par
Morone Fortunato et Ruta (2003). Les effets des modifications physiques dans le
microenvironnement des récipients, sur les processus d'enracinement, ont également été
étudiés (Pacifici et al., 2007).

Le succés de la micropropagation dépend de la composition du milieu de culture, des
conditions de culture et du génotype (Schneider, 2005).

12-2-1- Matériel végétal

Le matériel végétal, utilisé pour la culture in vitro de I’artichaut, différe selon 1’objectif
fixé. D’une maniére générale, les feuilles (Menin et al., 2010), le disque foliaire et les
bractées (Kchouk et al., 1994) servent a produire le cal. Toutefois, ce dernier n’est pas utile
que dans les approches génétiques visant la transformation génétique de la plante. En plus,
I’artichaut est qualifié de plante récalcitrante pour la callogenese (Menin et al., 2010).
Cependant, Devos et al. (1975), furent partis du cal pour obtenir une différenciation de
bourgeons et de racines, mais seulement d’une maniére occasionnelle. Par contre, les graines,
le méristéme apical et les segments de rhizome sont utilisés dans 1’organogénése directe de la
plante.

Les graines sont utilisées dans la culture in vitro de I’artichaut pour contourner les
difficultés de désinfection du matériel végétal provenant du champ (De Leo et Greco, 1976),
pour se débarrasser des infections virales rarement transmises par les graines et pour
sélectionner des lignées hybrides de haute performance. Benoit et Ducreux (1981) prenaient
les graines comme explants primaires pour multiplier in vitro ’artichaut. Cependant, la phase
d’enracinement a toujours pos€¢ des problémes puisqu’ils n’ont obtenu que 1%
d’enracinement. Trois ans aprés, Moncousin et Ducreux (1984) ont pu cultiver in vitro des
plantules d’artichaut issues de graines, ils ont ajouté de 1’ergocalciférol au milieu de culture
pour stimuler la formation de racines. Lauzer et Vieth (1990) ont eux aussi développé une
méthode de micropropagation a partir de graines, 65 % des plantules ont été enracinées et
transférées au sol.

La culture des segments de rhizome peut aboutir a la formation des bourgeons

rhizomateux sur un milieu de culture avec 1I’acide naphtaléne acétique (ANA) a faible dose
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(inférieur a 1 mg/l) (De Leo et Greco, 1976), ou a la formation des plantes entiéres sur un
milieu additionné de 1 mg/l de kin et 0,5 mg/l de I’ANA (Dridi, 2003).

Toutefois, les méristémes restent les plus utilisés (Castiglione et al., 2007). En fait, la
seule méthode pour éradiquer les virus chez des especes envahies est la culture du méristéme
apical, surtout ceux en voie de différenciation florale (Martin, 1985). Depuis Pefa-Iglesias et
Ayuso (1974), Bedini et al. (2012), en passant par les travaux de Dridi (2003), Tavazza et al.
(2004), Schneider (2005), Elia et al. (2007) et autres, la plupart des programmes de culture in
vitro de I’artichaut qui ont vu le jour étaient basés sur ’utilisation des méristemes apicaux. Il
faut signaler cependant que 1’enracinement présentait toujours un handicap pour la culture in

vitro de ’artichaut.

12-2-2- Milieux de culture
Le principal milieu de culture utilisé pour la micropropagation de 1’artichaut est celui de

Murashig et Skoog (Murashig et Skoog, 1962) complet (Lauzer et Vieth, 1990) ou modifié
(Tavazza et al., 2004), car il est favorable pour la plupart des plantes et variétés et contient
tous les éléments essentiels pour leur croissance. Cependant, certains chercheurs ont essayé la
micropropagation de cette espéce avec d’autres types de milieu, a savoir le milieu de Nitsch et
Nitsch (Nitsch et Nitsch, 1969), le milieu de Heller (Heller, 1953) et/ou le milieu de Tendille
et Lecerf (Tendille et Lecerf, 1974). Selon Elia et al. (2007), les cultivars précoces nécessitent
une réduction dans les concentrations en éléments minéraux et en hormones, pour conserver
leur précocité et améliorer leur taux de multiplication. C’est ainsi que certains chercheurs ont
développé des milieux de culture spécifiques, dont les concentrations sont largement réduites
par rapport a celles de MS, a savoir Brutti et al. (2000) et Morone Fortunato et Ruta (2003).
Pour les vitamines et d’apreés la littérature, les plus utilisées sont les vitamines de Murashig et
Skoog, les vitamines de Linsmaier et Skoog (Linsmaier et Skoog, 1965) et les vitamines de
Gamborg (Gamborg et al., 1968). En outre, les régulateurs de croissance différent selon
I’étape de culture in vitro et selon le cultivar. Généralement, les cytokinines, dont la kinétine,
la BAP et le 2iP sont recommandées pour la multiplication ; leur effet principal dans la
culture in vitro est I’enlévement de la dominance apicale et la stimulation de la division
cellulaire, alors que les auxines, dont I’AIA, I’ANA, I’AIB et le 2,4-D, sont valorisées pour
leur effet rhizogene et callogene.

L’agar et/ou le phytagel sont utilisés comme agent geélifiant du milieu de culture, le
phytagel est avantageux grace a sa transparence qui permet a I’examinateur de suivre et de

contréler le développement des racines.
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12-2-3- Etapes de la culture in vitro de ’artichaut

a- Initiation

C’est la mise en culture primaire des explants, qui vise a établir une culture saine et a
adapter ’explant aux conditions de la culture in vitro. Les explants utilisés dans cette phase
peuvent étre les graines, les méristemes apicaux ou des segments de plantes contenant le
méristéme et autres parties de la plante. Quant aux hormones les plus utilisées dans
I’établissement d’une culture primaire de 1’artichaut, elles sont généralement une combinaison
des cytokinines et des auxines, citant a titre d’exemple la combinaison : BAP et AIB (Tavazza
et al., 2004 ; Bedini et al., 2012), AIA, 2iP et AGz (Harbaoui, 1982), AIB et AG;
(Moncousin, 1982 ; Lauzer et Vieth, 1990) et Kinétine, 2iP et ANA (Brutti et al., 2000). Cette
phase d’initiation dure, selon les auteurs, de trois (Morone Fortunato et al., 2005) a six
semaines (Lauzer et Vieth, 1990) et nécessite dans les deux premiers jours, de travailler dans
I’obscurité en enrobant les bocaux dans du papier aluminium pour éviter 1’oxydation par la
lumicre des explants surtout lors de I’utilisation de la partie apicale comme explant primaire
(Bedini et al., 2012).

b- Multiplication

Cette étape est basée sur 1’utilisation des cytokinines qui ont pour effet la stimulation de
la division cellulaire et le développement des bourgeons axillaires (Jouanneau, 1975). D une
maniere générale, la BAP est utilisée pour les plantes herbacées, alors que la Kin est utilisée
pour les plantes ligneuses, quoique certains chercheurs 1’utilisent pour la multiplication de
I’artichaut. Certaines cytokinines comme la méta-topoline sont utiles pour améliorer la qualité
des pousses axillaires (Dridi, 2003), ce qui a un bon impact sur 1’étape d’enracinement qui
suit. Selon Schneider (2005), la combinaison entre I’ANA et le 2iP ne peut pas étre
recommandée pour la multiplication de I’artichaut, surtout en comparaison avec d’autres
combinaisons (ANA/BAP et ANA/Kinétine).

Pour améliorer le taux de multiplication, certains auteurs ont eu recours a I’ajout du
paclobutrazol au milieu de multiplication Dridi (2003). Cette substance est connue pour sa
capacité de controler I’effet d’hyperhydricité, d’améliorer la qualité des vitroplants et
d’augmenter 1’effet inducteur du bourgeonnement (Ziv et al. (1994) ; Werbrouck et Debergh,
1996). Alors que, d’autres auteurs ont essayé la dilution des sels de MS pour améliorer le taux

de multiplication, surtout chez les cultivars précoces (Elia et al, 2007).
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Harbaoui et al., (1982) ont défini le taux de multiplication comme étant le nombre de
pousses obtenues d’un explant aprés un cycle de culture et utilisables comme unités de
multiplication pour la subculture suivante.

c- Enracinement

L’artichaut a toujours présenté¢ des difficultés d’enracinement in vitro. Les pousses
utilisées dans cette phase doivent avoir une taille de 2 a 3 cm. Une bonne qualité des pousses
est aussi fortement recommandée pour assurer de bons résultats. Dans cette phase, on se base
sur I’effet des auxines, dont la stabilité (Kaldewey et Scott, 1984), la force et la spécificité vis-
a-vis des espéces différent d’un type a ’autre. Néanmoins, leur présence n’est obligatoire que
pour induire les racines, alors qu’au cours de leur émergence, la présence d’auxine n’est plus
nécessaire, elle est plutdt défavorable. Cela impose une élimination de 1’auxine juste apres
I’induction racinaire, ce qui peut étre atteint par I’addition de la riboflavine munie d’un
passage a la lumiére. On peut également accéder a un transfert des pousses vers un deuxiéme
milieu de culture qui est dépourvu d’auxine, apres les avoir transplantés sur un milieu avec
auxines destiné a I’induction des racines (Dridi, 2003).

Pour la plupart des études réalisées sur 1’artichaut afin de réussir I’enracinement, les
meilleurs résultats étaient obtenus par I’ANA avec des concentrations modérées,
généralement de 2 a 5 mg/l (Ancora et al., 1981 ; Morzadec et Hourmant, 1997 ; Le Guen-Le
Saos et Hourmant, 2001 ; Dridi, 2003 ; Apostolo et al., 2005), ou bien encore par I’AIA avec
des concentrations relativement élevées, généralement 10 mg/l (lapichino, 1996; Morone
Fortunato et al., 2005), et qui sont associées ou pas a d’autres substances pour améliorer
I’enracinement. Les résultats rapportés par la plupart des chercheurs restent peu brillants,
quoique Tavazza et al. (2004) ont obtenu un taux d’enracinement de 90 %, en utilisant I’ AIA
a 10 mg/l, mais cela en changeant les concentrations des éléments minéraux. Selon Dridi
(2003), ’ANA et BSAA (I’acide 3-benzo[B]selenyl acétique) s’aveérent plus efficaces que
I’AIA et I’AIB dans I’induction de la rhizogenése chez I’artichaut.

Autre que le BSAA susmentionné, les chercheurs utilisent une multitude de substances
afin d’améliorer 1’enracinement. Dridi (2003) et Apostolo et al. (2005) par exemple, sont
arrivés a améliorer le taux d’enracinement in vitro de I’artichaut en additionnant de la f-
cyclodextrine a 2 g/l au milieu de culture.

D’autres auteurs ont utilisé des milieux rhizogenes additionnés de charbon actif, dont
I’effet sur le taux d’enracinement et sur la qualité des pousses était nettement positif (Bigot et

Foury, 1984 ; Morzadec et Hourmant, 1997 ; Le Guen-Le Saos et Hourmant, 2001).
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En ce qui concerne I’effet de la dilution des macroéléments au stade d’enracinement, les
résultats obtenus par certains chercheurs confirment I’importance de cette dilution (George et
al., 2008) tandis que d’autres n’ont pas noté d’effets importants (Dridi, 2003).

L’enracinement des vitroplants d’artichaut est contrélé par plusieurs facteurs :

- Taille de ’explant : Le fait que les pousses d’artichaut dont la taille est supérieure a
2 cm s’enracinent plus facilement que celles ayant une taille inférieure était déja connu depuis

I’année 1982, grace aux travaux de Harbaoui.

- Rang de subculture : Le rang de subculture a un effet primordial sur I’enracinement in
vitro de D’artichaut. Plus on avance dans le rang de subculture, plus les pourcentages
d’enracinement obtenus sont élevés (Druart, 1997). Ceci est probablement di a un
rajeunissement du matériel végétal au cours des subcultures. Ce phénomeéne devient plus clair
aprés la 15°™ subculture (Moncousin et Ducreux, 1984). Récemment Dridi (2003) a pu
améliorer le pourcentage d’enracinement de cultivar ‘Violet d’Hyeéres’ en utilisant des
pousses d’un rang de subculture supérieur a 10.

- Température : Elle influence sur le temps d’émergence des racines, le taux
d’enracinement et la qualité des pousses. Son effet peut étre différent selon la variété. Mais
d’une maniére générale, les meilleurs résultats sont obtenus sous 25 °C. Des températures

inférieures a 20 °C retardent 1’émergence racinaire (Schneider, 2005).

d- Acclimatation

Cette phase consiste a familiariser les pousses avec les conditions du champ, en les
soumettant a des conditions intermédiaires dont le degré d’humidité est en régression
progressive, contrairement a I’intensité lumineuse. En effet, sous les conditions de la culture
in vitro, les feuilles des vitroplants ont une couche cireuse sur 1’épiderme qui differe de celle
d’une plante ex vitro. De plus, la morphologie et la densité des stomates sont modifiées et leur
fonctionnement est altéré. Les cellules palissadiques sont moins abondantes et contiennent
moins de chlorophylle. Toutes ces modifications anatomiques au niveau des feuilles exposent
les vitroplants au probléme de perte excessive d’eau par transpiration (Apostolo et al., 2005).
L’exposition des vitroplants a des conditions de température, lumicere et humidité relative
proches de celles auxquelles ils étaient exposés au laboratoire, particulierement les premiers
jours qui suivent leur sortie des récipients de culture, amoindrit ce risque.

D’une maniere générale, la réussite de cette phase est mesurée par le taux de survie, ce

dernier dépend du taux d’enracinement au cours de la phase précédente. Plus ce taux est
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grand, plus le taux de survie est important. Il augmente également avec le nombre des racines
par pousses enracinées (Morone Fortunato et al., 2005).

Selon Apostolo et al. (2005), I'acclimatation est favorisée par 1’utilisation des auxines et
des cyclodextrines, ainsi que par la réduction des concentrations en cytokinines pendant
I’étape d’enracinement.

Certains chercheurs ont utilisé la mycorhization pour mieux réussir cette phase. Selon
Morone Fortunato et al. (2005), la symbiose mycorhizienne favorise le développement des
racines ainsi que 1’absorption de 1’eau, d’éléments minéraux et la résistance contre les agents
pathogénes, ce qui a un impacte positif sur la survie des pousses au cours de I’acclimatation.
Ces mémes chercheurs ont rapporté que la mycorhization augmente le taux de survie de 30-
35% a 90-95 % pour les pousses enracinées, et de 0% a 60 % pour les pousses non
enracinées, et que les plantes non mycorhizées soufrent d’une réduction dans le nombre des
feuilles, et présentent certains signes de stress apres 30 jours de transfert au champ, a I’inverse
des pousses mycorhizées. La mycorhization augmente également le poids sec et frais des
racines améliorant ainsi [’efficacité du systéme racinaire, et augmente ['uniformité

morphologique et productive des plantes.

12-2-4- Problemes de la culture in vitro de I’artichaut
D’une maniére générale, les pousses d’artichaut mises en culture in vitro possedent des

chloroplastes de taille réduite, une cuticule trés mince et des stomates ouverts. Ces troubles
physiologiques et anatomiques sont dus & une humidité relative élevée, une grande fluctuation
diurne de la concentration en CO; et une accumulation des substances toxiques. L'humidité
relative trés élevée engendre également une croissance rapide des pousses, avec une
déformation des feuilles (Apostolo et al., 2005). En plus, chaque étape de la culture in vitro de
I’artichaut présente des problemes spéciaux.

Au cours de I’initiation ou I’établissement, c’est surtout la difficulté de désinfection du
matériel végétal qui pose un grand probléme et cela a cause de la contamination de la plante
d’artichaut par les microorganismes telluriques. Egalement, les feuilles de I’artichaut sont
riches en polyphénols, comme le lutéoline et les acides dicaféylquiniques (cynarine)
(Sonnante et al., 2007) qui, par leur effet toxique, empéchent les méristemes de se développer
au cours de ’initiation.

La multiplication des pousses par induction du développement des bourgeons axillaires,
se trouve souvent limitée par le faible taux de multiplication et I’hyperhydricité qui est un
phénomeéne qui survient lors de la multiplication et qui donne des vitroplants de mauvaises
qualités. Selon Apostolo et al. (2005), I'utilisation des cytokinines au cours de cette phase est
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responsable de la non-fonctionnalité des stomates, celles-ci restent alors ouverts, ce qui
expose I’explant a une perte excessive de 1’eau lors du transfere au sol. Pécaut et Martin
(1990) ont rapporté que les cultivars précoces perdent leur précocité aprés la multiplication in
vitro, avec une fréquence qui augmente avec le nombre de subcultures, ce qui désavantage
I’'usage de la culture in vitro pour certaines variétés précoces, comme le violet de province.

L’artichaut se caractérise par de grandes difficultés d’enracinement et d’acclimatation
des vitroplants. Le milieu le plus utilisé dans la culture in vitro de I’artichaut est celui de
Murashige et Skoog; or sa forte concentration en sels surtout en azote peut inhiber la
croissance des racines, méme en présence d'auxines dans le milieu de culture (Schneider,
2005). La difficulté de I’acclimatation est due a la non-fonctionnalité des stomates et au faible
développement de la cuticule épidermique, ce qui expose I’explant a une forte déshydratation
(Apostolo et al., 2005).

La diffusion de cette technique a grande échelle se heurte au codt élevé des plantules
d'artichaut produites par culture de méristemes et a la difficulté que les chercheurs trouvent
dans I’utilisation des cultivars précoces (Mauromicale et lerna, 2000), qui donnent, avec une

fréquence élevée, la formation de mutants tardifs (Pécaut et Martin, 1993).
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Tableau 2: Milieux de base et conditions de culture utilisés par différents auteurs pour la culture in vitro de I’artichaut

Auteurs Milieux Photopériode | Macroéléments | Microéléments | Vitamines Saccharose | Agar | Régulateurs de | Autres
et température croissance COMpPOSEs
Ancora et al. Prolifération 16h-25°C MS + MS L-tyrosine 40 g/l 749/l | AIA0,5 mg/l Adénine 40 mg/I
(1981) NAH,PO, 100mg/I Kin 10 mg/I m-inositol
50mg/ml 100 mg/I
Enracinement 16 h—-25°C MS/2 MS Thiamine HCI 20 g/l 79/l | ANA 2 mg/l m-inositol
84% 1 mg/l 100 mg/I
A. ascorbique
10 mg/I
Harbaoui et al., Etablissement | 16 h—22+2 °C MS MS MS 20 g/l 79/l | AIA1mg/l
(1982) (Fer remplacé 2iP 1 mg/Il
par AG; 0,025 mg/l
NaFeEDTA
35mg/l
Moncousin (1982) | Etablissement MS MS Thiamine HCI 30 g/l 79/l | AIB1mg/l Inositol 100 mg/I
0,4 mg/l AG; 0,1 mg/l
Bigot et Foury Initiation 16 h MS MS MS 30 g/l 70/l | ANA 0,1 mg/l phosphate
(1984) 25 °Cljour kin 1 mg/1 monosodique 50
22 °C/nuit mg/1
sulfate d’adénine
40 mg/1
Enracinement 16 h MS/2 ANA 0,1 mg/Il charbon actif
7% N:22°C;J: 29/l
25°C
Lauzer et Vieth Etablissement MS MS Thiamine HCI 309/l 79/l | AIB1mg/l Inositol 100 mg/I
(1990) 0,4 mg/l AG; 0,1 mg/l
Multiplication | 16 h—-24°C MS MS Thiamine HCI 30 g/l 79/l | Kin1mg/l Inositol 100 mg/I
0,4 mg/l ANA 0,5 mg/Il phosphate
monosodique 50
mg/1
sulfate d’adénine
40 mg/1
Enracinement 16 h-24°C MS/2 MS Inositol 20 g/l 79/l | ANA 1 mg/l
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65% 100 mg/l
Thiamine HCI
0,4mg/l
Pecaut et Martin | établissement 1,66 milieu Morel et 20 g/l Kin 0,1 mg/I
(1993) KsNO (Tendille Wetmore, AG; 0,1 mg/l
et (1951)
Lecerf, 1974)
Prolifération MS Thiamine 30 g/l Kin 0,5 mg/I NaH,PO,
0.4 mgl/l, 2iP 0,5 mg/I 85 mg/l, adénine
ANA 0,1 mg/Il sulfate
40 mg/l, méso-
inositol
100 mg/l,
Enracinement 1,66 milieu Morel et 30 g/l ANA 0,5 mg/I
K3;NO Wetmore,
(1951)
Morzadec et Prolifération 16 h—23+1°C MS MS Linsmaier et 30 g/l 79/l | Kin 0,5 mg/I NaH,PO,
Hourmant (1997) Skoog 1965 2iP 0,5 mg/I 85 mg/l Sulfate
Fe-EDTA ANA 0,1 mg/I d’adénine
40 mg/l
Enracinement | 16 h—23+1 °C MS/2 MS Linsmaier et 309/l 79/l | ANA 0,5 mg/l charbon actif
92,3% Skoog 1965 GA; 14,4 uM 29/
Fe-EDTA
Brutti et al. (2000) | Etablissement | 16 h — 2442 °C MS avec Heller (1953) | Gamborg et al., 30 g/l 89/l | Kin2mg/l Sulfate
Brutti et al. (2002) % NH4NO3 (1968) 2iP 1 mg/l d’adénine
Apostolo et al. % KNO3 ANA 0,1mg/I 80 mg/l
(2005) Prolifération 16 h— 2442 °C MS avec Heller (1953) | Gamborg et al., 30 g/l 89/l | Kin2mg/l Sulfate
% NH4NO3 (1968) 2 iP 10 mg/I d’adénine
% KNO3 ANA 0,5 mg/I 80 mg/I
Pré- 16 h— 2442 °C MS avec Heller (1953) | Gamborg et al., 30 g/l 8all |-
enracinement % NH4NO3 (1968)
(3 semaines) 2 KNO3
Induction 16 h—24+2 °C MS avec Heller (1953) | Gamborg et al., 20 g/l 6 g/l | ANA 3 mg/l
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racinaire % NH4NO3 (1968) B-Cyclodextrine
(1 semaine) % KNO3 29/l
21%
Prolifération 16 h—24+42 °C MS avec Heller (1953) | Gamborg et al., 20 g/l 6 g/l | ANA 3 mg/l
racinaire % NH4NO3 (1968) B-Cyclodextrine
(3 semaines) % KNO3 29/l
60%
Dridi, (2003) Initiation 16 h—22+2 °C MS MS MS 20 g/l 79/l | AIA1mg/l
2iP 1 mg/Il
GA; 0,025 mg/I
Multiplication | 16 h—22+2 °C MS MS MS 20 g/l 79/l | AIB 0,1 mg/l
Méta-topaline
0,5 mg/l
Paclobutazol 2
mM
Enracinement | 16 h —22+2 °C MS/2 MS MS 20 g/l 70/l | ANA 2 mg/l +
100% B-cyclodextrine
29/l
Tavazza et al., Initiation MS modifié MS modifié | MS modifié 309/l 79/l | BAP 0,8 mg/l
(2004) AIB 0,2 mg/l
Prolifération MS modifié MS modifié | MS modifié 30 g/l 79/l | Kin2mg/l
AIB 0,1 mg/l
Enracinement MS modifié MS modifié | MS modifié 30 g/l 79/l | AIA 10 mg/l
90%
Morone Etablissement | 16 h— 24+ 1 °C MS Nitsch et Thiamine HCI 20 g/l 79/l | 2iP 1 mg/l FeEDTA
Fortunato et al. Nitsch (1969) | 0,4 mg/I AIA 1 mg/l 25 mg/l
(2005) AG; 0,025 mg/l | Myo-inositol
100 mg/I
prolifération | 16 h—24+1°C MS Nitsch et Thiamine HCI 20 g/l 79/l | BAP 0,5 mg/l FeEDTA
Nitsch 0,4 mg/l 25 mg/l
Myo-inositol
100 mg/I
Enracinement | 16 h—22+1 °C MS Nitsch et Thiamine HCI 309/l AlA 10 mg/l Fe-EDTA
95% Nitsch 0,4 mg/l 25 mg/l
Myo-inositol
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100 mg/I
Schneider (2005) | Enracinement | 16 h—24+1°C MS MS MS 30 g/l 6 g/l | ANA 0,5 mg/l
32%
Bedini et al., Induction 16 h-22+1°C MS modifié MS modifié MS modifié 30 g/l 7,5 | BAP 0,8 mg/l
(2012) Y4 KNO; et ¥4 (Tavazzaet al., g/l | AIB 0,2 mg/l
NH;NO3 2004)
prolifération 16 h-22+1 °C MS modifie MS modifié | MS modifié 30 g/l 7,5 | BA 0,03 mg/l
Y4 KNO; et ¥4 (Tavazzaet al., g/l | AG; 0,05 mg/l
NH;NO3 2004)
Pré- 16 h-22+1°C MS modifié MS modifié | MS modifié 30 g/l 89/1 | AIA0,5mg/l
enracinement KNO; et (Tavazza et al., paclobutrazol 1
NH;NO3 2004) mg/1
Enracinement | 16 h-22+1 °C MS modifié MS modifié | MS modifié 30 g/l 80/1 | ANA 2 mg/l
KNO; et (Tavazza et al., B-cyclodextrin
NH;NO3 2004) 2 mg/l
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13- Cryoconservation
La perte alarmante de la biodiversité vegétale a la fois dans la nature et au sein des

systémes agricoles a conduit la communauté des biologistes végétaux a chercher des
alternatives a la conservation in situ. Bien que la cryoconservation ne soit pas une panacee
pour la perte mondiale de biodiversité, elle est un outil utile pour le maintien a long terme du
germoplasme vegetal. Cette technique, qui consiste & maintenir le matériel végétal selectionné
dans l'azote liquide (-196 °C), est la seule technique actuellement disponible pour assurer une
conservation a long terme sdre et rentable du matériel génétique d'espéces menacées, y
compris les espéces a semences non orthodoxes et les plantes a multiplication végétative
(Engelmann, 2012). Par ailleurs, les cultures sont stockées dans un faible volume, a I'abri de

toute contamination, nécessitant peu d'entretien.

Le développement des techniques de cryoconservation des plantes pour les cultures
cellulaires en 1968 (Quatrano, 1968) a conduit aujourd'hui les chercheurs a un stade ou la
cryoconservation des tissus organisés est une réalité. Les recherches menées, chaque année a
travers le monde, arrivent a de nouvelles cryobanques de matériel végétal concernant
différents types d’explants (graines, embryons somatiques, apex, cals, suspensions cellulaires,

plantules...) (Sakai et Engelmann, 2007).
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Chapitre 11 : Matériel et Méthodes

Afin d'étudier la micropropagation ainsi que l'influence des différentes conditions de
culture sur ce processus chez l'espéce Cynara cardunculus var. scolymus L., plusieurs
expériences ont été réalisées sous des conditions environnementales contrélées (température,
humiditeé de l'air et intensité lumineuse) en chambre de culture.

Dans ce chapitre, nous présentons d’une maniére générale, le matériel et les méthodes
relatifs aux différentes expérimentations réalisées dans les trois chapitres ; ensuite, et pour
chaque chapitre nous décrirons d’une maniére précise, le matériel et les méthodes qui lui sont
spécifiques.

1- Matériel vegétal

L’étude de la germination a été réalisée sur les graines suivantes : 1’accession Art21et
’accession Art22 fournies par 1’international Nursury (pépiniére de la région) et la variété 1J
et la variété BR fournies par Rusty JORDAN (BHS, Brawley, Californie, USA).

Le matériel végétal, utilisé dans la multiplication in vitro, provient des plantules issues
de germination des graines de l’accession Art21 in vitro. Alors que celui utilisé en
cryoconservation, partie de these réalisée en lItalie, dérive de deux variétés italiennes

d’artichaut : ‘Grato’ et ‘Campagnano’ et c’est principalement I’apex qui est cryoconservé.

2- Milieux de culture

2-1- Compositions des milieux de culture
La germination, 1’établissement et la multiplication ont été réalisés sur le milieu de

culture composé des sels de MS (Murashige et Skoog, 1962) (tableau 3) additionné de
vitamines B5 (Gamborg et al., 1968). Ces deux produits sont commercialisés par Sigma
Aldrich ; les sels de MS sont sous forme de poudre incluant I’ensemble des macro et
microéléments décrits par Murashige et Skoog (1962) et le deuxiéme est une solution
commerciale 1000 fois concentrée dont la composition est décrite au tableau 4.

Afin de déterminer les conditions nutritives les plus favorables a I’enracinement des
explants, nous avons choisi les milieux suivants : sels de MS supplémentés par les vitamines
B5 et/ou les sels de MS modifiés supplémentés par les vitamines de MS modifiées (Tavazza
et al., 2004) (tableau 5).

Au cours des différentes étapes de la cryoconservation, différents milieux de culture ont

été testes. Le tableau 6 regroupe ces milieux ainsi que 1’étape de leur utilisation.
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Tableau 3: Sels de Murashige et Skoog

Macroéléments Concentration (mg/l)
KNO; 1900
NH;NO3 1650
CaCl,.2H,0 440
MgS0O,.7H,0 370
KH,PO,4 170
Microeléments
MnSQO,4.H,O 22,3
ZnS0,.7H,0 8,6
H3BOs 6,2
KI 0,83
CuS0,4.5H,0 0,025
Na,Mo00,.2H,0 0,25
CoCl,.6H,0 0,025
Na,EDTA.2H,0 37,3
FeSO,.7H,0 27,8

Tableau 4: Vitamines utilisées par Gamborg

Composants Concentration mg/I
Acide nicotinique 1
Pyridoxine HCI 1
Thiamine HCI 10
Inositol 100

Tableau 5: Composition du milieu MS modifié décrit par Tavazza et al. (2004)

Produit Quantité en mg/l
NH;NO; 400
. KNO; 800
Macroélément MgSOx7H,0 370
KH,PO, 170
CaCl, 150
C&(NOg)z X 4H,0 1000
ZnSQO,4 x 7H,0 8,6
H3BO; 6,2
L MnSO, x 4H,0 20
Microelément CuSO4 x5H,0 0.25
Na,MoQO, x 2H,0 0,25
CoCl;, x 6H,0 0,025
Kl 0,83
FEEDTA 36,7
Myo-inositol 200
N Thiamine 1
Vitamines Pyridoxine HCI 0,5
Acide nicotinique 0,5
Glycine 2
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Tableau 6: Milieux utilisés en cryoconservation (Réf. Laboratoire de biotechnologie, centre
de recherche ENEA, Rome)

Milieu Etape d’utilisation

PVS2 liquide (plant preservation solution) | Osmoprotection- déshydratation
MS 0,03M de saccharose Régénération

MS 0,3M de saccharose Régénération

MS modifié 0,3M de saccharose Préculture - Régénération

MS modifié 0,09M de saccharose Régénération

MS 1,2% se saccharose liquide Déchargement

La source de carbone est le saccharose dont la concentration varie de 2 a 3%. A
I’exception du milieu de germination, tous les autres milieux ont été enrichis par les
régulateurs de croissance et la solidification a été faite a I’aide du phytagel (Sigma Aldrich).

Les régulateurs de croissance utilisés sont :

- Pour la phase d’établissement : 1’acide indole butyrique (AIB) et I’acide gibbérellique
(AG3). Ce dernier favorise 1’élongation cellulaire et I’allongement des entre-nceuds ;

- Pour la multiplication : ’acide naphtaléne acétique (ANA) et la kinétine (Kin) qui est
connue par son effet favorisant la ramification des pousses et s’opposant & la dominance
exercée par le bourgeon apical sur les méristemes axillaires ;

- Pour I’élongation : le 6-(y,y-diméthylallylamino) Purine (2iP), la Kin et I’AIB.

- Pour I’enracinement, ce sont principalement les auxines connues par I’induction de la
rhizogénese, tels que I’acide indole butyrique (AIB), 1’acide naphtaléne acétique (ANA) et
I’acide indole-acétique (AIA) qui sont utilisés et nous avons employé également la Kin a une
faible concentration combinée a I’ANA.

- Pour la cryoconservation : la Kin et I’ AIB.

L’ajout des régulateurs de croissance au milieu de culture, avant ou aprés autoclavage,
prend en considération la stabilité de ces derniers a des temperatures élevées. Le pH du milieu
a été ajusté a 5,6 pour le milieu de germination et a 5,7 pour les autres milieux par addition de
NaOH (1N) ou HCI (1N) a I’exception du milieu d’enracinement décrit par Tavazza et al.
(2004) ou le pH a été ajusté a 5,8.

En outre et a I’exception du milieu de germination, tous les autres milieux de culture ont
été supplémentés avec de I'acide ascorbique (10 mg/l) pour inhiber I'oxydation des composés
phénoliques. Comme autres additifs au milieu d’enracinement, nous avons utilisé : le charbon

actif la B-cyclodextrine.
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Une description, de chaque milieu de culture, est détaillée dans le chapitre concerné.

Les solutions méres pour les macronutriments (10 fois concentrés) ainsi que pour les

microeléments (200 fois concentrés) ont été utilisées pour la préparation du milieu de culture.

Les solutions meres des autres composants (par exemple Fe-EDTA et les vitamines) ont été

également préparées et stockées a 4°C.

2-2- Préparation des solutions meres
La préparation d’un milieu de culture demande une certaine précision surtout pour les

¢léments dont la concentration est de 1’ordre de milligramme, ¢’est pour cette raison que la

préparation des solutions meres devient une nécessité a la fois pour bien ajuster les

concentrations, faciliter le travail et pour gagner du temps. Le tableau ci-dessous résume la

méthodologie de préparation des solutions méres des milieux de culture.

Tableau 7: Préparation des solutions méres des différents constituants des milieux de culture

Produit

Concentration

Solution mére en mg

Volume utilisé pour

finale en mg/I (Stock) 1L de milieu
NH4NO, 400 400x10=4000/1 L 100 ml Macro 10x
Macroélément KNO; 800 8000 concentrée
(MS modifié) MgSO,,7H,0 370 3700
KH,PO, 170 1700
CaCl, 150 1500
ZnS0,,7H,0 8,6 8,6x200=1720/ 1 L 5 ml Micro 200x
L Hs;BO, 6,2 1240 concentrée
'zﬂl\;lcsr‘;?:f(;‘:‘fel;‘)t MnSO,.4H,0 20 4000
CuS0,,5H,0 0,25 50
NaMoO,,2H,0 0,25 50
CoCl,,6H,0 0,025 5
0,83x50= 1 ml d'une solution
KI K 0,83 41,5 mg/50 ml ’ED 1000x
FeEDTA FeSO,,7H,0 27,8 27,8x 100= 2780 /1L | 10 ml d'une solution
EDTA,2Na,2H,0 37,3 3730 100x
Thiamine 1 50 mg/50 ml d’ED* 1 ml d'une solution
1000x
Acides aminés | Pyridoxine HCI 0,5 50 mg/50 ml d’ED 0,5 ml d'une solution
et vitamines 2000x
(MS modifié) | Acide nicotinique 0,5 50 mg/50 ml d’ED 0,5 ml d'une solution
2000x
Glycine 2 50 mg/50 ml d’ED 2 ml d'une solution
500x
Kénitine 1- 0,5- 0,05 10 mg/10 ml I’ED Selon la
concentration désirée
2iP 0,01 10 mg/10 ml I’ED 10 ul d'une solution
PGR 100000x
ANA 2-0,5-0,1 10 mg/10 ml d’ED Selon la
concentration désirée
AlIB 1-0,1 10 mg/10 ml ’ED Selon la

concentration désirée
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AG; 0,1 10 mg/10 ml ’ED 100 pl d'une solution
10000x
Acide Acide ascorbique 10 100 mg/10 ml d’ED 1 ml d'une solution
ascorbique 1000x
Sulfate Sulfate d'adénine 40 400 mg/100 ml d’ED | 10 ml d'une solution
d'adénine 100x
Phosphate Phosphate 50 500 mg/10 ml d’ED 1 ml d'une solution
monosodique monosodique 1000x

* Eau distillée

Lors de la préparation des solutions meres, les différents éléments sont apportés dans
I’ordre décroissant de leur concentration afin d’éviter tout risque de précipitation. Ensuite,
toutes les solutions méres sont étiquetées, puis conservées au froid (4 °C) et a I’abri de la
lumiére jusqu’au moment de leur utilisation. Les solutions des macro et microéléments et le
FeEDTA ont été stérilisés a 121 °C pendant 20 min avant leur conservation. Le prélevement
des volumes nécessaires a partir de ces trois solutions se fait sous la hotte.

Il est & noter que les régulateurs de croissance, vu leur insolubilité éventuelle dans 1’eau,
ont été dissouts préalablement dans quelques gouttes d’éthanol, de NaOH (1N) ou de HCI
(IN), avant leur dilution dans de 1’eau distillée. Le tableau 8 donne le type de solvant
convenable pour chaque régulateur.

Tableau 8: Type de régulateurs de croissance et leurs solvants

Les régulateurs Les solvants
AlA EtOH ou 1N NaOH
Auxines AlB EtOH ou 1N NaOH
ANA 1N NaOH
. Kénitine 1N NaOH
Cytokinines 2ip 1IN NaOH
Gibbérellines AG3 EtOH

3- Stérilisation des instruments et des solutions
La conduite des cultures en conditions aseptiques sous-entend la stérilisation des

milieux de culture, des instruments de manipulation et de dissection, d’eau de ringage, etc.
Pour la stérilisation, toute la verrerie (Béchers, tubes de culture, boites de Pétri...) est
placée dans des sachets en plastique, alors que les instruments métalliques (pinces, scalpels...)
sont enrobés d’abord avec du papier aluminium puis mis dans des sachets en plastique ou
dans des boites étanches inoxydables et autoclaver a une température de 121°C pendant
20 min. Au cours des manipulations, les instruments métalliques (scalpels et pinces) qui sont
ainsi stérilisés, sont trempés dans 1’alcool puis flambés et déposés sur un support métallique
stérile (il faut toujours doubler les instruments de travail, pour permettre le refroidissement de

I’un lorsque I’autre est utiliseé).
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Les solutions (eau distillée, milieux de culture...) sont également stérilisées a

I’autoclave pendant 20 min (30 min pour la tourbe).

4- Désinfection du matériel végétal
La culture de tissus végétaux se heurte a des problemes de contaminations par divers

agents (bactéries, champignons...) ce qui exige 1’utilisation de solutions stérilisantes, dont la
concentration différe selon le degré d’infection des explants. Dans notre travail et afin
d’initier la culture a partir de graines, ces dernieres ont été désinfectées selon trois protocoles
avec une solution d’eau de Javel 1%, le chlorure mercurique (HgCl,) a 0,5% et 1’éthanol a
70% qui est utilisé souvent pour de courtes durées justes comme agent mouillant (chapitre I).
La préparation de la solution d’eau de Javel se fait juste au moment de 1’utilisation
puisqu’elle perd rapidement de I’efficacité. Il est a noter que 1’HgCI, est une substance tres

toxique qui doit étre manipulée avec certaines précautions sous une hotte chimique.

5- Mise en culture des explants
La culture in vitro nécessite des précautions aussi bien pour le manipulateur que pour

I’environnement du travail. Avant de commencer la manipulation, les mains sont lavées avec
du savon antiseptique suivi de I’alcool a 70°. La hotte est désinfectée avec de 1’alcool aprés la
mise en marche de la ventilation. Tout le matériel est vaporisé a 1’alcool 70° et placé a
I’intérieur de la hotte pour étre stérilisé par les UV pendant 15 min (ces UV sont nécessaires a
la fois pour la hotte et le matériel) avant de commencer la manipulation des explants.

Sous la hotte a proximité du bec benzene, nous avons réalisé toutes les opérations : le
coulage de milieu, la désinfection du matériel végeétal, la mise en culture des explants, le
transfert d’un milieu a I’autre... La mise en culture des explants sur les milieux de culture est
effectuée a I’aide de pince stérilisée et prés de la flamme du bec benzéne, tout en flambant
I’ouverture du tube avant et apres 1’opération.

La germination des graines a é€té effectuée a la fois dans des tubes a essai (hauteur
15 cm, diametre 2,5 cm) contenant 20 ml de milieu MS et fermés avec du coton et du papier
aluminium et/ou dans des boites de Pétri sur du papier Whatman ; les explants, au cours des
autres étapes de la micropropagation, ont été cultivés dans des bocaux contenant 30 ml du
milieu de culture (hauteur 12 cm, diametre 7 cm).

Il est a noter que dans le cas de ’initiation de la culture a partir de la partie apicale (>
1 cm), I’enrobage du bocal de culture par du papier aluminium pour travailler dans un milieu
obscur, est nécessaire et constitue une protection des explants durant les deux premiers jours

qui suivent la mise en culture.
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6 - Incubation des cultures
Pour la germination en tourbe, les alvéoles sont placées soit dans une chambre de

culture a 25 °C ou bien dans un incubateur réglé a 18 °C, alors que la germination sur milieu
de culture ou dans les boites de Pétri a été effectuée a 25 °C a I’abri de la lumiére jusqu’au
début de germination, puis les récipients sont transférés a la lumiére avec une photopériode de
16 h.

Les bocaux contenant les explants ont été conservés dans une chambre de culture
conditionnée. Les cultures ont été maintenues a environ 25 £ 1 °C sous une photopériode de
16 h pour une intensité¢ de 20 pE.m2s™. La lumiére artificielle a été fournie par des tubes

fluorescents paralleles a lumiére blanche installés au-dessus des cultures (Figure 19).

Figure 19 : Etagére de culture éclairée par des lampes & lumiére blanche.

Pour la cryoconservation, les conditions de culture different d’une étape a I’autre. La
préculture a été effectuée a 4 °C ; I’osmoprotection et la déshydratation a 0 °C ; le stockage ou
la conservation a -196 °C ; la décongélation ou le réchauffement a +40 °C ; le déchargement a
température ambiante ; la plantation a 19 °C pour une journée puis le transfert a 25 °C.

7- Acclimatation ex vitro
Les pousses qui ont pass¢ 6, voir § semaines sur le milieu d’enracinement, sont

transférées dans un substrat (tourbe seule ou mélangée avec la perlite en proportion égale), et
placées dans une enceinte couverte a forte hygrométrie. Le couvercle sert a conserver cette
humidité a un niveau proche de celui présent dans les récipients de la culture in vitro, pendant
les premiers jours du transfert. Puis, le couvercle est enlevé peu a peu, pour éviter toute
déshydratation rapide des plantules et permettre une diminution progressive de I’humidité

jusqu’a ce qu’on atteint les mémes conditions de I’humidité a 1’extérieur.
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8- Parametres évalués

8-1- Germination
Le pourcentage, le temps et le délai de germination sont les principaux paramétres notés

au cours des essais de germination.
8-2- Multiplication
Au cours de la multiplication, c’est principalement le nombre moyen de pousses

néoformées dans chaque génération qui a été suivi pour déterminer le taux de multiplication.

8-3- Enracinement
Afin d’évaluer I’'importance des traitements appliqués au cours de la phase de

I’enracinement, les paramétres suivants ont été notés :
- Le nombre de pousses enracinées ;
- Le nombre moyen de racines par pousse enracinée ;
- La taille moyenne de la racine la plus longue ;
- Le nombre moyen de racines secondaires par pousse ;

- Le pourcentage d’enracinement.

8-4- Cryoconservation
L’évaluation de I’importance des milieux de culture, utilisés en cryoconservation, a été

basée sur le comptage du nombre des apex viables et la détermination du pourcentage de

survie en post-cryoconservation pour chaque milieu.

8-5- Acclimatation
En acclimatation, nous avons noté le nombre de vitroplants survécus au niveau des deux

substrats testés.

9- Analyse statistique
Pour le traitement de nos résultats, nous avons utilisé des méthodes statistiques a savoir :

- Analyse de la variance (ANOVA).

- Test de Duncan (au seuil de 5 %) pour la séparation des moyennes (Duncan, 1955).

Le programme informatique utilisé est le logiciel statistica version 10 (Anonyme, 2010). Les
résultats obtenus (les moyennes + les écarts types) sont ensuite représentes sous forme de
tableaux ou de graphiques en fonction des paramétres étudiés et cela a ’aide du logiciel
EXCEL (Microsoft Office 2007).
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Chapitre 111 :
Germination des graines d’artichaut (Cynara cardunculus var.
scolymus)

Résumé

Etant donné les difficultés de propagation de ’artichaut limitée par la voie végétative et
les problémes de germination des graines d’artichaut rapportés par plusieurs travaux, nous
avons examiné, dans une étude prealable, le comportement germinatif de cette plante afin
d’envisager par la suite la propagation in vitro a partir de semences.

Dans ce contexte et afin d’améliorer la germination des graines d’artichaut de
I’accession Art21 et Art22 et d’éliminer le probléeme de l'inhibition tégumentaire, nous avons
d'abord essayé différents prétraitements chimiques (acide sulfurique) et physiques
(scarification, de I'eau bouillante). Par conséquent, nous avons réussi a établir les conditions
optimales pour la germination et puis nous avons utilisé ces résultats afin d'évaluer la capacité
de germination de I’espéce en présence et en absence de téguments. A cet effet, nous avons
testé la germination des graines avec et sans téguments sur le milieu de culture. Ainsi,
I’incubation des graines a 4 °C et leur immersion dans 1’acide sulfurique concentré pendant
30min ont montré une amélioration nette de la vitesse et le taux de germination. En outre,
I’étude de I’effet des téguments sur la germination a montré qu’une élimination des téguments
permet d’améliorer le temps moyen de germination ainsi que son taux. La comparaison du
comportement germinatif de 1’artichaut dans la tourbe avec celui sur milieu de culture a mis
en évidence un effet substrat significatif seulement sur le temps moyen de germination et non
pas sur le taux de germination. En effet, ’utilisation de ’acide sulfurique et 1’incubation a
4 °C dans le cadre de cette étude ont permis de réduire le délai entre le semis et la premiére
germination et la durée de germination des graines. Dans tous les cas, le pourcentage de
germination n’a pas dépassé 40 %.

Dans un deuxiéme temps et pour évaluer ’effet du génotype sur la germination de
I’artichaut, nous avons essay¢ la germination de deux nouvelles variétés dans la tourbe en
testant I’effet de la température et du traitement par I’AGgz sur le pourcentage, le délai et la
durée de germination. Les resultats ont montre un effet du génotype trés significatif puisque
les pourcentages de germination des deux variétés ont dépassé les 50 % avec des délais de
germination pouvant se réduire a 4 jours avec 1’incubation a 18 °C et un traitement par 1’acide

gibbérellique.
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Introduction
L'artichaut (Cynara cardunculus L. var. scolymus L.), espece appartenant a la famille

des Asteraceae, est une culture herbacée, typique du bassin méditerranéen (Barba et al.,
2004). Les inflorescences d'artichaut sont trés appréciées pour la consommation fraiche ou la
transformation industrielle. L’utilisation de 1’artichaut comme plante médicinale a haussé
I’intérét pour cette plante et la demande en ses composants (Eich et al., 2005).

Historiquement, les champs d'artichaut ont été cultivés végeétativement (Sims et al.,
1977) et de nos jours cette forme de propagation demeure la plus répandue dans les pays ou il
est cultivé pour une production précoce et pour reproduire en toute sécurité les
caractéristiques de la plante mere (Cardarelli et al., 2005a). Ce mode de propagation
occasionne des problémes comme le faible taux de multiplication (Harbaoui et Debergh,
1980; Pecaut et al., 1983), le manque de vigueur et I'hétérogénéité du rendement (La Malfa et
Foury, 1971), l'intensification de la diffusion des maladies fongiques (Moncousin, 1982),
bactériennes et virales et des codts d'implantation élevés (Dridi, 2003). Tous ces
inconvénients peuvent étre surmontés par l'utilisation de la reproduction sexuée qui a de
nombreux avantages tels que la possibilité de semis mécanique, la réduction des codts de
main-d'ccuvre et la rotation avec d'autres espéces, pour lutter contre les maladies et les
nématodes (Basnizki et Zohary, 1987, 1994).

Cependant, les graines de cette espéce montrent une grande variation du taux de levée,
ce qui réduit l'uniformité des plantules, particulierement lorsque la température est supérieure
a 25 °C (Chaux et Foury, 1994 ; Khan, 1992). Selon la littérature, la production et la capacité
a germer des akenes d'artichaut sont fortement influencées par I'année de production, I'age de
la plante mére, I'age des akenes et les conditions environnementales lors de la formation de
I'akéne (Foury et al., 1978; Foury, 1989; Damato et Sarli, 2000). Des recherches antérieures
(Damato et Calabrese, 1991 et 1992) ont montré que le pourcentage de germination est
d'environ 65 % et il est plus faible chez les cultivars & pollinisation libre que dans les
hybrides.

Par ailleurs, la multiplication par graines de l'artichaut issues d’une pollinisation
incontrblée ne peut pas &tre recommandée, car elle ne reproduit pas exactement les caractéres
de la plante meére, donnant de nombreuses plantes épineuses avec des capitules non
comestibles, similaires au cardon (Ciancolini, 2012). Les variétés d'artichaut sont trés
hétérozygotes, lorsqu'elles sont multipliées par graines (Basnizki et Mayer, 1994). La
possibilité d'obtention de variétés a propagation par graines a été ces derniers temps 1’objectif

de plusieurs recherches (Mauromicale et lerna, 2000).
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Dans ce sens et pour cerner les problémes posés par les méthodes traditionnelles de
multiplication de I’artichaut, la micropropagation est fortement recommandeée. Cependant,
I’application de cette technique pour I’artichaut a rencontré quelques difficultés, comme le
taux élevé de contamination des explants (Lauzer et Vieth, 1990). En générale et durant la
micropropagation, des pertes importantes se produisent en raison d'une contamination par des
micro-organismes présents sur la surface des explants ou endophytes (champignons,
bactéries) (Colgecen et al., 2011). Chaves et al. (2005) ont confirmé que I'un des obstacles les
plus importants dans les cultures in vitro est la difficulté d'obtenir des tissus exempts de
contamination ou lorsque l'asepsie est difficile a réaliser en raison des caractéristiques de
I'explant ou sa proximité au sol, comme dans le cas de l'artichaut (Mauromicale, 1984). C’est
pour ces raisons que nombreux auteurs ont remédié a la germination in vitro des graines
comme point de départ pour la multiplication de ’artichaut (Benoit et Ducreux, 1981 ; Lauzer
et Vieth, 1990 ; De Moraes et al., 2010).

La germination des graines in vitro est une technique alternative qui peut étre utilisée
pour produire des plantules indemnes d'infestations ou comme point de départ pour
I'obtention des explants sains (plantules) pour un repiquage postérieur (De Moraes, 2007). Les
graines fonctionnent généralement comme un “filtre” dans la propagation des maladies, en
particulier les virus. Le processus de germination in vitro a été utilisé pour plusieurs espéces,
par exemple les orchidées (Vasudevan et Van Staden, 2010), le pécher (Prunus persica
batsch) (Navarro et al., 1983 ; Rizzo et al., 1998) et le pois cultive (Pisum sativum L.) (Cook
et al., 1988).

Cependant, la difficulté de germination in vitro de graines d’artichaut et la
contamination élevée des graines sont parmi les contraintes rencontrées au niveau de la
micropropagation d’artichaut via la graine. La contamination in vitro, par des champignons,
des bactéries ou des levures, est I'un des problémes les plus graves de laboratoires de plantes
commerciales et de recherche en culture de tissus. L'incapacité de controler les niveaux de
contamination est la principale raison des échecs dans les laboratoires commerciaux (Niedz et
Bausher 2002). La mise en place d'une culture in vitro nécessite I'élimination des
contaminants fongiques et bactériens dans le matériel de plantation. Certaines études
antérieures ont montré que la solution d’hypochlorite de sodium a différentes concentrations a
été efficace dans la désinfection des semences d'especes diverses.

La majorité des protocoles de désinfection des graines d’artichaut, décrite dans la
littérature, a été basée sur I'utilisation de I’alcool ou 1’éthanol (70°) suivi de I’hypochlorite de

sodium a diverses concentrations (Benoit et Ducreux, 1981 ; Lauzer et Vieth, 1990 ; De
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Moraes et al. 2010) ou I’hypochlorite de calcium filtré a 100 g/1 (Bigot et Foury 1984) et cela
pour une durée de 10 min. Etant donné que le développement d’un protocole de désinfection
n’était pas le principal objectif de la majorité de ces travaux, nous n’avions aucune idée sur le
degré de leur réussite. En testant plusieurs protocoles, De Moraes et al. (2010) sont arrivés a
un pourcentage de contamination inférieur a 17% apres 1’utilisation de 1’alcool (70°) et une
solution contenant 2% de chlore actif.

Le tégument des graines offre une résistance physique ou chimique qui peut s’opposer a
leur germination. L’enveloppe peut : étre imperméable a 1’eau (ex. : tréfle, luzerne) ; limiter
I’entrée de 1’oxygéne (ex.: laitue, pommier); contenir des inhibiteurs de germination ;
opposer une résistance mécanique (les téguments, trop durs, empéchent 1’expansion de
I’embryon et la sortie de la plantule, ex. : amarante).

Pour de nombreuses espéces a téegument dur comme c’est le cas pour ’artichaut (\Vallée
et Bilodeau, 1999), un prétraitement spécifique des graines est indispensable pour obtenir un
taux de germination satisfaisant. D’apres Ahoton et al. (2009), un prétraitement des graines ne
les fait pas germer, mais il les rend capables de germer par la suite lorsque toutes les
conditions nécessaires sont réunies. Debroux et al., (1998) ont défini le prétraitement comme
étant le traitement appliqué avant, durant ou apres la conservation, afin d’éliminer la
dormance par des effets différents (chimiques, mécaniques ou physiologiques) isolés ou
associés. Les différents prétraitements appliqués aux semences pour favoriser leur
germination sont constitués par des actions physiques (scarification, froid, chaleur seche,
exposition au soleil...), des actions chimiques (trempage dans un acide) et des actions mixtes
(immersion dans I'eau bouillante). La plupart de ces prétraitements ont pour but de diminuer
la résistance des téguments a la pénétration de I'eau dans la graine.

L'un des traitements chimiques utilisés pour favoriser la germination est I'application de
certains régulateurs de croissance, tels que l'acide gibbérelliqgue (AG3) (Baskin et Baskin,
1998). Les applications externes de 1I’AGz améliorent la germination des graines
(Roychowdhury et al., 2012). Durant le processus de germination, I'AG; est libéré de
I'embryon et stimule les génes spécifiques de la transcription de I'ARNm par l'a-amylase
(Taiz et Zeiger, 2002).

Durant la germination, la racine principale pousse a travers les téguments de I'akéne le
deuxieme ou le troisiéme jour. Une élongation rapide de la racine principale a lieu en premier,
puis I'hypocotyle s'allonge et souléve les cotylédons, partiellement enfermés dans I'akéne, au-

dessus du sol. Les cotylédons se développent rapidement et fonctionnent comme des feuilles
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charnues photosynthétiques pendant plusieurs jours avant que les premiéres feuilles
n’apparaissent (Phillips, 1937).

Dans le but d’optimiser les conditions de germination in vitro et in vivo des graines
d’artichaut et d'augmenter les explants sains pour I'établissement de futures cultures in vitro,
cette etude a été menée. Plusieurs expériences ont eté réalisées pour évaluer la germination in
vitro et la contamination des graines de deux accessions d’artichaut (Art21 et Art22) avec des
conditions différentes, dans le milieu de culture et dans la tourbe. L’étude de I’effet du
génotype sur le taux de germination a fait I’objet d’une deuxiéme étude sur deux autres
variétés (1J et BR) dans la tourbe avec deux températures différentes (18 et 25°C) avec et sans

traitement des graines par I’acide gibbérellique.
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I- Mateériel et méthode
Toutes les tentatives d’initialisation de la culture in vitro a partir d’explants ont fini par

donner des infections a cause probablement de la présence de microorganismes endogenes.
Toutes nos prochaines expériences ont donc été realisées a partir de germinations de graines
en conditions aseptiques.

Les semences utilisées dans nos tests étaient : I’accession Art21 et Art22 et les variétés
1J et BR.

Pour récapituler les cing expériences, qui seront diment décrites, un résumé des
procedures exécutées est présenté dans le tableau 9.

Tableau 9: Recapitulatif des expériences de germination des graines réalisées.

Numéro de Variété Intérét de Traitement Présence ou Substrat
I’expérience I’expérience absence du
tégument
1 Art21 Protocole de | P1/P2/P3* | Présence Milieu
désinfection MS**
2 Art21/Art22 | Prétraitements P3 Présence Milieu
germinatifs MS
3 Art21/Art22 | Effet du tégument P3 Absence/Présence | Milieu
MS
4 Art21/Art22 | Effet du substrat P3 Présence MS/tourbe
5 1J/BR - Effet du traitement | - Présence Tourbe
par I’AG;
(absence/présence)
- Effet de
température : 18 et
25°C

*: les protocoles utilisés (P1, P2 et P3) sont décrits en (I-1)
** : la composition du milieu utilisé est décrite en (1-2)

1- Désinfection des graines
Au niveau de cette partie, nous avons testé trois protocoles de désinfection visant

I’¢limination de toute sorte de contamination que peuvent contenir nos graines. VU gque nous
avons regu en premier lieu les graines de I’accession Art21 avant I’accession Art22, les essais
de désinfection ont été effectués avec seulement Art21. Avant chaque desinfection, les graines
ont été maintenues immergées dans I'eau pendant une période de 24 heures pour ramollir les
téguments (Lauzer et Vieth, 1990).

Protocole 1 : La démarche d'asepsie a consisté I’ immersion des graines dans la solution
d’eau de Javel & 1 % plus trois gouttes de I’agent mouillant Tween 20 pendant 15 min et

trois lavages de 10 min avec I’eau distillée stérile.

- Tween 20 est un mouillant offrant un bon effet émulsifiant favorisant la désinfection
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Protocole 2 : Les graines sont immergées dans 1’éthanol 70 % pendant 30 min puis
trempeées dans la solution d’eau de Javel & 1 % avec le Tween 20 pendant 10 min suivie de
trois lavages de 10 min avec I’eau distillée stérile.

Protocole 3 : Les graines ont été desinfectées par un passage dans une solution de
HgCl, (0,5 %) pendant 5 min, suivi par un lavage de 5 min dans 1’eau distillée stérile et une
immersion dans la solution d’eau de Javel a 1 % avec trois gouttes de Tween 20 pendant
15 min. Ensuite, les graines ont été rincées trois fois a I’eau distillée stérile.

Aprés la desinfection, les graines ont été placées dans des boites de Pétri contenant du
papier filtre "Whatman™ imbibé d’eau distillée stérile avant d’étre placer dans la chambre de
culture.

L’incubation des boites a Pétri a été effectuée dans une chambre sous une température
de 25 + 1 °C & I’abri de la lumiére. La germination des graines sur papier filtre "Whatman en
boite de Pétri est suivie par le transfert des plantules obtenues dans des tubes stériles
contenant 20 ml du milieu MS, afin de poursuivre leur croissance.

Les parameétres enregistrés apres deux mois de culture étaient le nombre de graines

germeées et celles contaminées.

2- Milieu de germination
Durant toutes les expériences de germination et quand le semis est effectué sur le milieu

de culture, nous avons utilisé le milieu décrit par Lauzer et Vieth (1990) qui contient les sels
de Murashige et Skoog (Murashige et Skoog, 1962), 30 g/l de saccharose et 0,3% de phytagel
a la place de 8 g/l de I’agar. Le pH de ce milieu est ajusté a 5,6 avec NaOH 1N, avant d’étre
autoclavé a 121 °C pendant 20 min et coulé soit dans des tubes a raison de 20 ml par tube
(3 cm de diameétre) ou dans des bocaux a raison de 30 ml par bocal (6,5 cm de diamétre).

3- Germination de ’accession Art21 et Art22

3-1- Traitements prégerminatifs (prétraitements)

Les graines de ’artichaut présentent des téguments durs, ce qui nous a incités a tester
I’effet de plusieurs traitements inspirés de la littérature (Acide sulfurique, AGs, basse
température, papier abrasif...) sur les graines des deux accessions Art21 et Art22. Ces
traitements ont été essayés pour d’autres especes ayant des graines a tégument dur comme
celui de P’artichaut.

Des lots de semences de Cynara cardunculus var. scolymus ont été soumis a cing

traitements prégerminatifs avant d’étre placées dans des boites de Pétri sur du papier

66



Chapitre Il : Germination des graines d’artichaut (Cynara cardunculus var. scolymus)

Whatman imbibé d’eau stérile : (1) Incubation pendant une semaine a 4°C ; (2) Trempage
dans ’acide sulfurique concentré (95-97°) pendant 30 min ; (3) ébouillantage dans de I’ecau
chaude pendant 15 minutes ; (4) Immersion de 24 h dans 1’cau distillée stérile avec 3 mg/l de
I’acide gibbérellique ; (5) Scarification manuelle des graines a 1’aide de papier abrasif sterilisé
(Jaouadi et al., 2010). Les résultats de ces traitements ont été comparés a un témoin non traité.

Le premier traitement a été précédeé par une désinfection des graines selon le protocole 3
comme décrit précédemment (I-1), tandis que pour les quatre autres traitements, les graines
ont été désinfectées, selon le méme protocole, aprés avoir été pretraitées.

Apres ces prétraitements, les graines ont été placées dans des boites de pétri contenant
le papier Whatman imbibé d’eau distillée stérile & raison de 5 graines par boite. Elles sont
incubées en chambre de culture a I’obscurité sous une température de 25 °C et une fois
germées, les graines sont transférées par la suite dans des bocaux contenant le milieu de

germination MS sous éclairage pour continuer leur croissance.

3-2- Germination sur milieu de culture des graines avec et sans teguments
Cette expérience a été réalisée afin de comparer l'effet de I’absence et la présence du

tégument sur la germination de nos graines. Apreés la désinfection des graines de 1’accession
Art21 et Art22 suivant le 3°™ protocole (I-1), une partie de ces graines a été cultivée sur le
milieu de germination MS sans I'enlévement du tégument. La deuxiéme partie des graines a
subi un enlévement des téguments puis une nouvelle désinfection par la solution d’eau de
javel (1 %) pendant 5 min suivie de trois lavages rapides et enfin la mise en culture sur le
milieu de germination. La désinfection apres I’enlévement des téguments a été réalisée suite a
un recours a 1’élimination manuelle de ces derniers difficilement manipulables par les pinces
et le scalpel.

Les graines dépourvues ou non de téguments ont été cultivées dans des tubes a raison
d’une graine par tube. Ces derniers ont été maintenus dans la chambre de culture & 25 °C a
I’abri de la lumiére jusqu’a la germination des graines, puis éclairés avec une photopériode de
16 h.

3-3- Germination dans la tourbe et sur milieu de culture
Dans cette expérience, nous avons teste la germination des graines de I’accession Art21

et Art22 a la fois sur le milieu de culture et dans la tourbe. L’expérience a été réalisée sur des
graines désinfectées selon le protocole 3. Le semis a été effectué dans des alvéoles remplis de

tourbe stérilisée a I’autoclave a 121 °C pendant 30 min. En paralléle, d’autres graines des
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deux accessions ont été mises en culture sur le milieu de germination MS. Nos cultures ont
été gardées dans la chambre de culture a 25 °C.
Aprés 30 jours de semis, nous avons évalué le pourcentage de graines germees dans les

deux essais ainsi que le délai de germination.

4- Germination des variétés 1J et BR
La réception décalée des graines de la variété 1J et BR (Fig. 20 a, b, ¢) nous a obligés de

faire les essais de germination de ces deux variétés séparément de ceux de 1’accession Art21
et Art22. Les conditions de germination dans la tourbe de BR et IJ nous ont été

recommandées par le fournisseur.

Figure 20 : graines de ’artichaut ; a) variété IJ; b) variété BR; c) capitules des deux
variétes.

4-1- Germination dans la tourbe avec et sans traitement par I’AG3 a deux températures
différentes
Les graines sont rincées trois fois a I’eau distillée stérile pendant 20 min, puis, elles sont

incubées & 4 °C dans I’eau distillée stérile, avec et sans 1’acide gibbérellique a 0,6 %. Apreés
une semaine d’incubation, les graines sont séchées puis semées dans la tourbe a une
profondeur comprise entre 1 et 2 cm. Enfin, les alvéoles sont placées dans deux chambres
séparées dont la température est maintenue a 25 °C dans 1’'une et a 18 °C dans I’autre. Un bon
arrosage est nécessaire surtout pour les alvéoles placées a 25 °C. Aprés la germination, les
plantules ont été transplantées dans des pots plus grands, contenants un substrat formé par un
tiers d’argile et deux tiers de sable, et placées sous serre afin de poursuivre leur croissance.
Un suivi journalier de la germination a été effectué avec I’enregistrement des
parameétres suivants : début et fin de germination, nombre de graines germées. Quarante
graines de chaque variété ont été utilisées dans chaque traitement avec quatre répétitions.
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4-2- Germination sur milieu de culture
Afin d’évaluer la réactivité des graines de BR et 1J sur le milieu de culture et d’en avoir

directement des vitroplants, ces dernieres ont été cultivées sur le milieu MS contenant 30 g/I
de saccharose. Les bocaux contenant les graines sont placés a 25 °C et a 18 °C.

Avant la mise en culture, les graines ont été désinfectées selon le protocole 3 par
I’utilisation de I’HgCl, a 0,5% et la solution d’eau de Javel a 1% (voir I-1).

Quarante graines de chaque variété avec quatre répétitions ont été utilisées dans cette

experience.

5- Observations et analyses statistiques

5-1- Accession Art21 et Art22
Pour les accessions Art21 et Art22, chaque traitement a été réalisé avec trois répétitions

a raison de 10 graines par répétition réparties dans deux boites (5 graines/boite).

Les données relatives a chaque essai ont fait I’objet d’une analyse de variance a un seul
facteur a I’aide du programme Statistica (v 10) puis, si nécessaire, un classement des
moyennes a ¢t¢ effectué a I’aide du test de Duncan. Il s’agit, selon les cas, de I’effet
prétraitement (a savoir : incubation a basse température ; eau bouillante, immersion en AG3 ;
scarification manuelle et acide sulfurique par comparaison au témoin), de I’effet tégument
(présence ou absence) et de 1’effet substrat (milieu ou tourbe).

5-2- Variété 1J et BR

Les parameétres suivants ont été détermines :

- Pourcentage de germination : P= (G/N)*100, avec G= nombre de graines germées, N=
nombre de graines mises a germer par traitement.

- Délai de germination (délai d’attente) : temps écoulé entre le jour du semis et le jour de la
premiére germination ;

- Durée de germination : délai ou temps écoulé entre la premiére et la derniere germination ;

- Taux de germination journalier ou vitesse de germination: T= G/d avec G= nombre de
graines germees et d= la durée de germination ;

Les valeurs moyennes, les pourcentages et les écarts-types des parameétres examinés ont
été calculés. La différence entre les valeurs enregistrées a été mesurée par une analyse de la
variance (ANOVA) et par le test de Duncan pour le classement des moyennes (Duncan,
1955).
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I1- Résultats

1- Désinfection des graines
Le tableau 10 regroupe les différents résultats obtenus concernant le pourcentage de

germination ainsi que celui de contamination pour les différents essais de développement d’un
protocole de désinfection efficace pour nos graines.

Le pourcentage de contamination, contrairement a la germination, était assez élevé
(tableau 10). Selon I'analyse de la variance, il y avait un effet hautement significatif du type
de protocole sur le pourcentage de graines contaminées évaluées ainsi que le pourcentage de
germination (tableau 10).

Le pourcentage de contamination des semences apres 25 jours, varie de 0% dans le cas
du protocole 3, & 33% dans le cas du 2°™ protocole et & 66% dans le cas du 1 protocole
(Figure 21 a, b). Dans ces deux protocoles de désinfection, la contamination des semences
était plus grande que dans 1I’expérience 3. Ceci devrait probablement étre di a I’incapacité de
la solution d’eau de Javel pour assurer la désinfection des semences. L utilisation de I’'HgCly,
au niveau du protocole 3, a montré une nette efficacité contre les contaminations présentant
sur les graines utilisées (Figure 21 c).

Tableau 10: Comparaison entre les différents protocoles de désinfection effectués sur les
graines et le % de germination qui en découle.

Protocole de désinfection % de contamination | % de germination
Protocole 1 66,6° 0°
Protocole 2™ 33,3 5°
Protocole 3™ 0° 12°

" : Solution d’eau de Javel 1 % pendant 15 min ; trois lavages de 10 min.

™ : Ethanol 70 % pendant 30 min ; Solution d’eau de Javel 1 % pendant 10 min ; trois lavages de

10 min.

"+ HgCl, 0,5 % pendant 5 min ; lavage de 5 min ; Solution d’eau de Javel 1 % pendant 15 min ; trois
lavages de 10 min.

Les moyennes suivies de la méme lettre au sein des colonnes ne sont pas significativement différentes selon le
test de Duncan (p=0,05).
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Figure 21 : Graines de ’accession Art21 désinfectées et mises en culture sur du papier
whatman dans des boites de Pétri ; a) graines désinfectées selon le protocole 1 (totalement
contaminées) ; b) graines désinfectées selon le protocole 2 (Iégérement infectées) ; ¢) graines
désinfectées selon le protocole 3 (pas de contamination).

2- Germination de I’accession Art21 et Art22

2-1- Traitements prégerminatifs (prétraitements)
a- Influence des traitements prégerminatifs appliqués sur le pourcentage de

germination
Les résultats obtenus en ce qui concerne les pourcentages de germination des lots de
graines ayant subi les différents traitements prégerminatifs sont présentés dans le tableau 11.

Tableau 11: Pourcentage des graines germées des deux accessions aprés chaque prétraitement

Prétraitement % de germination
Art21 Art22
Témoin sans prétraitement 9° 11°
Incubation pendant une semaine a 4 °C 29° 33°
Trempage dans I’acide sulfurique concentré pendant 30 min 15° 19°
Ebouillantage dans de 1’eau chaude pendant 15 min 0,00° 0,00°
Immersion de 24 h dans I’eau distillée stérile avec 3 mg/l de 0,00° 0,00°
I’acide gibbérellique
Scarification manuelle des graines a I’aide du papier abrasif 0,00° 0,00°
stérilisé

Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan
(p=0,05).

L’examen du tableau 11 montre qu’un lot de graines n'est pas homogéne et entre 9 % et
11 % des graines Art21 et Art22 sont aptes a germer sans prétraitement. Ce tableau montre
également que certains prétraitements ont affecté significativement le pourcentage moyen de
germination des graines de [I’artichaut. Les taux de germination obtenus sont
systématiquement plus élevés dans le cas de I’incubation des graines a 4 °C (Figure 22 a).
Par contre, un faible taux de germination a été noté apres un trempage de 30 minutes des

graines dans I’acide sulfurique concentré, ceci s’expliquerait par le fait que la majorité des
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embryons des graines seraient détruits apres la longue durée d’immersion des graines dans
I’acide sulfurique concentré (Figure 22 b).

Les différents taux nuls, observés au niveau de certains prétraitements, montrent que
ceux-ci ne favorisent pas la germination des graines des deux accessions de I’artichaut. De
méme, la chaleur humide regue par les graines au cours de leur traitement par ébouillantage
dans de I’eau chaude n’a pas ramolli le tégument des graines.

b- Délai de germination

Le tableau 12 donne le délai moyen de germination (nombre de jours entre le semis et la
premiére germination) en fonction des traitements appliqués.

A travers I’analyse des données de ce tableau, il ressort de cela que les prétraitements
effectués ont permis aux graines d’avoir un temps d’attente plus réduit par rapport a celles
non traitées. Le meilleur temps moyen de germination est noté pour le prétraitement de
I’incubation pendant une semaine a 4 °C: 9 jours et 11 jours pour Art22 et Art2l
successivement (Tableau 12). Cette incubation a 4 °C a permis d’avoir un démarrage plus
rapide de la germination, comparativement avec les autres prétraitements testés et ceux pour
les deux accessions (Art21 et Art22). Ces résultats sont confirmés par I’analyse de la variance
qui a révélé un effet prétraitement trés hautement significatif sur les temps moyens de
germination (p=0,05). De ce fait, I’incubation pendant une semaine a 4 °C des graines a été un
atout pour le déclenchement de la germination de celles-ci.

Tableau 12: Délais en jours entre le semis et la premiére germination pour chaque traitement

Prétraitement Délai moyen de germination
en jours
Art2l Art22
Témoin sans traitement 27,33%+ 1,12 | 25,33+ 1,23
Incubation pendant une semaine a 4 °C 10,67°+£0,98 | 9°+1,09
Trempage dans I’acide sulfurique concentré pendant 30 | 17,33° £ 1,06 | 15"+ 1,33
min

Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan
(p=0,05).

c- Durée moyenne de germination
Le tableau 13 présente la durée moyenne de germination des graines en fonction des
traitements réalisés.
De I’analyse de données, nous constatons que 1’échelonnement de germination des
graines varie de 13 a 41 jours (Tableau 13). La durée moyenne des germinations est tres
longue au niveau du témoin (graines non traitées), 41 et 34,67 jours pour Art21 et Art22
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respectivement, alors qu’elle est clairement plus courte au niveau des graines traitées (13-15
jours pour Art21 et Art22 successivement). L’analyse statistique montre 1’existence d’une
différence trés hautement significative entre les traitements. Les graines ayant subi une
incubation a 4 °C comme prétraitement avant la mise en culture ont des durées moyennes de

germination plus courtes.

Tableau 13: Durée moyenne de germination pour chaque traitement, en jours.

Prétraitement Durée moyenne de
germination en jours
Art21 Art22
Témoin sans traitement 41°+1,12 | 34,67°+1,21
Incubation pendant une semaine a 4 °C 15% + 1,53 13°+1,44
Trempage dans D’acide sulfurique concentré pendant 30 | 27°+ 1,66 197+ 0,98
min

Les moyennes suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan
(p=0,05).

Figure 22 : Graines prétraitées et mises en culture dans des boites de Pétri sur du papier
whatman ; a) Graines ayant subi une incubation d’une semaine a 4 °C avant d'étre transférées
a 25 °C, présentant un début de germination ; b) Graines prétraitées par 1’acide sulfurique
présentant des graines endommageées par 1’acide.

2-2- Comparaison de la germination sur milieu de culture des graines avec et sans
téguments

Le pourcentage de graines germées de chague accession, en présence ou en absence du
tégument, est représenté dans la Figure 23. Alors que la figure 24 représente le délai requis
par ces graines pour commencer la germination.

Le pourcentage de graines avec une rupture du tégument n'a pas été satisfaisant, allant
en moyenne de 3 % pour Art21 a 5% pour Art22 (fig. 23). Bien que les différences soient

hautement significatives, une tendance a de meilleurs résultats en éliminant les téguments n’a
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pas été observée, car les pourcentages obtenus n’ont pas dépassé 35% et ceux pour les deux
accessions (28,3% pour Art21, a 32% pour Art22) (fig. 23).

Au moment ou les graines avec téguments prennent plus de 20 jours pour commencer la
germination, avec les graines sans téguments, le délai de germination a significativement
diminué de 27 a 6 jours pour Art21 et de 25 a 10 jours pour Art22 (fig. 24, 25a et b et 26).
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Figure 23: Comparaison du pourcentage de germination des graines des deux accessions avec et sans
téguments. (Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan
(p=0,05).
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Figure 24: Comparaison du délai de germination des graines des deux accessions avec et sans
téguments. (Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan

(p=0,05)).

74



Chapitre Il : Germination des graines d’artichaut (Cynara cardunculus var. scolymus)

Figure 25 : Graines d’artichaut (accession Art21) mises en culture sur le milieu MS ; a) Germination
des graines sans téguments (a': 10 jours, a*: 15 jours) ; b) Graines avec tégument sur milieu de
culture (15 jours) ; ¢) Début de germination d’une graine avec tégument sur milieu de culture (29
jours).

Figure 26 : Germination d’une graine d’artichaut (accession Art22) mise en culture sur le
milieu MS sans tégument (34 jours)

2-3- Comparaison de la germination dans la tourbe et sur milieu de culture
En réponse au faible pourcentage de germination obtenu dans les expériences

précédentes, nous avons essayé dans cette partie, la germination dans la tourbe pour comparer
les résultats a ceux de la germination sur milieu de culture. Les figures 27 et 28 ci-dessous
illustrent les pourcentages ainsi que le délai de germination pour les deux accessions.

Les résultats montrent qu’il y a une différence hautement significative pour les deux
accessions en ce qui concerne le pourcentage de germination dans la tourbe et sur milieu. Les
pourcentages obtenus dans la tourbe sont significativement élevés par rapport a ceux sur
milieu, mais ils restent encore faibles et ne dépassent pas 50% (fig. 27). De méme pour le
délai de germination, une différence trés hautement significative a été remarquée pour les
deux accessions et les meilleurs délais ont été notés dans le cas de I’utilisation de la tourbe
pour la germination de nos graines, 16 et 9 jours pour I’accession Art21 et Art22 contre 27 et

25 jours successivement (fig. 28 et 29).
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Figure 27: Comparaison des pourcentages de germination des deux accessions dans la tourbe

et sur milieu de culture MS. (Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes
selon le test de Duncan (p=0,05)).
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Figure 28: Comparaison des délais de germination des deux accessions dans la tourbe et sur

milieu de culture MS. (Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test
de Duncan (p=0,05)).

Figure 29 : Germination des graines d’artichaut dans la tourbe ; a) 1’accession Art21 (3
jours) ; b) I’accession Art22 (5 jours).
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3- Germination des variétés 1J et BR
Pour étudier I’effet du génotype sur la germination des graines de 1’artichaut et afin de

cerner les problémes de la viabilité, la vigueur et I’inhibition tégumentaire rencontrés
précédemment, un deuxieme lot de semences a été testé. Ce lot est composé des graines de
I’année de deux variétés codées IJ et BR, fournies par Rusty JORDAN (BHS, Brawley,
Californie, USA).

Suite a I’absence de réactivité des graines des deux variétés sur milieu de culture, que ce
soit a 18 °C ou a 25 °C, nous allons développer dans cette partie seulement les résultats de la
germination des graines de BR et IJ dans la tourbe.

Les graines de ces deux variétés ont subi un traitement par 1’acide gibbérellique pendant
une semaine a 4 °C pour étre comparées a des graines non traitées par I’AGs. La germination
a été effectuée dans la tourbe sous deux températures différentes (18 et 25 °C), afin de déduire
I’effet de la température sur la germination des graines étudiées. Les résultats de cette étude
sont présentés au niveau du tableau 14.

Tableau 14: Comparaison de la germination des graines avec ou sans traitement par I’AG3 a
deux températures

Traitement | Graines non traitées avec ’AG3 Graines traitées avec ’AG3
T18°C T25°C T18°C T25°C
Varietes
% de germination
1J 47 5™ + 9,57 60% + 16,33 65° + 19,15 17,57+ 9,57
BR 55%°¢ + 5,77 375°+17,08 | 575" £17,08 | 40™+0,00
Délai moyen de germination (jours)
1 10,24% + 1,34 7,89%+ 3,25 9,08%+ 0,48 6,63% + 0,48
BR 7,78+ 1,46 9,42+ 452 7,45% + 0,86 9%+ 3,54
Durée moyenne de germination (jours)
1J 4,75+ 2,36 12,5 + 13,67 4%+ 216 6,25% + 0,96
BR 4%+ 283 10* + 4,08 5%+ 4,69 11,75% + 8,38
Taux de germination journalier (graines/jour)
1J 1,12%¢ + 0,34 0,91° + 0,55 2,15%+ 1,30 0,29°+ 0,15
BR 1,88% + 1,05 0,45°+ 0,37 1,77%° £ 0,96 0,56°+ 0,41
Taux de germination pendant les 5 premiers jours (graines/jours)
1J 0° +0,00 0,41+ 0,26 0° + 0,00 0,05° +0,10
BR 0° + 0,00 0,16° + 0,24 0° + 0,00 0,19° +0,17
Taux de germination entre le 6°™ et le 10°™ jour (graines/jours)
1J 0,65 + 0,37 0,5 +0,39 1,81+ 1,14 0,24° £ 0,13
(58 %) (54 %) (84 %) (82 %)
BR 1,812+ 1,14 0,22° + 0,22 1,75 + 1,00 0,34" £ 0,31
(96 %) (48 %) (98 %) (60 %)
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Taux de germination entre le 11°™ et le 15°™ jour (graines/jours)

1J 0,44%+ 0,15 0° + 0,00 0,35% + 0,33 0° + 0,00

BR 0,06 + 0,13 0°+ 0,00 0°+ 0,00 0° + 0,00

Les valeurs représentent les moyennes + les écarts types
Les moyennes suivies de la méme lettre au sein des lignes ne sont pas significativement différentes selon le test
de Duncan (p=0,05).

3-1- Pourcentage de germination
Les taux de germination obtenus ont varié entre 17,5% et 65 %. Les résultats

représentes révelent une différence trés hautement significative au niveau de ces taux des
deux variétés. Ainsi, les meilleurs pourcentages 65 % et 57,5 % sont enregistrés chez 1J et BR
respectivement aprés un traitement par I’AGg et une incubation a 18 °C. Un autre pourcentage
important a été noté chez 1J sans traitement par I’ AGgs et une incubation a 25 °C.

La germination de la variété BR a 18 °C soit avec ou sans traitement par ’AG3 n’a
montré aucune différence significative, de méme pour une germination a 25 °C ce qui montre
que le traitement par I’AGj3 n’affecte pas la germination, mais agit positivement sur les jeunes
plantules. Pour la variété 1J, le pourcentage de germination est passé de 47,5% sans
traitement & 65 % avec traitement par 1’AGg et cela pour I’incubation a 18 °C, tandis que pour
une incubation a 25 °C, nous avons obtenu une diminution tres hautement significative du
pourcentage apres le traitement. De ces résultats, nous avons remarqué que la variété 1J a
montré deux réponses différentes au traitement de 1’ AG3 et cela en fonction de la température
d’incubation ; pour 25 °C le traitement par 1’AG3 semble inutile, alors que pour une meilleure
germination a 18 °C, I’utilisation de 1’ AGg est nécessaire.

3-2- Délai de germination

Les délais de germination enregistrés durant cette expérience (tableau 14) vont de 6,63
a 10,24. L’analyse de ces données ne montre aucune différence significative. On peut
conclure que sous les deux températures, et avec ou sans traitement par 1’acide gibbérellique,

le délai de démarrage de germination des graines n’est pas affecté par ces derniers parametres.

3-3- Durée de germination
Les durees de germination moyennes ont varié de 4 a 5 jours pour la température 18 °C

et de 6,25 a 12,5 pour la température 25 °C. Une analyse statistique de ces durées, moyennant
le test de Duncan, n’a révélé aucune différence significative (tableau 14 ; Figure 30, 31).

Une incubation des graines a 18 °C a maintenu la durée de germination a un maximum
de 5 jours, et ce pour les graines des deux variétés traitées ou non par 1’AGg3 (tableau 14 ;
Figure 32). Quant aux graines incubées a 25 °C, nous avons noté que pour la variété 1J, la

durée est passée de 12,5 a 6,25 aprés un traitement par 1’AGs voir une diminution de moitié,
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bien que la variété¢ BR n’a pas enregistré une grande variation de cette durée entre les graines
traitées et non traitées par I’AGs. Donc, une utilisation de I’AGs dans le cas de la variété 1

apparait nécessaire pour diminuer la durée de germination afin d’avoir une levée homogene.

3-4- Taux de germination (graines/jour)
L’analyse des résultats du taux journalier de germination ou la vitesse de germination a

montré des différences hautement significatives entre les deux variétés, ces différences sont
plus prononcées au niveau de la variété 1J et pour les deux paramétres étudiés (température,
AG3;) (tableau 14).

Pour la variété 1J, le traitement par I’AG3; a donné deux réponses différentes selon la
température d’incubation ; une augmentation significative du taux de germination des graines
incubées a 18 °C (2,15 graines/jour) et une diminution significative aprés incubation a 25 °C
(0,29 graine/jour). Alors pour la variété BR, le taux n’est pas affecté par le traitement par
I’AGgs (ex : 1,88 sans AGz et 1,77 avec AG3 a une température del8 °C).

La vitesse de germination des lots est affectée de maniére significative par la
température utilisée lors de I’incubation ; au niveau des deux variétés et pour les graines
traitées ou non par I’AGg; les taux de germination les plus élevés sont enregistrés chez les
graines incubées a 18 °C, alors qu’une diminution hautement significative a été notée pour les
graines incubées a 25 °C.

Nous avons constaté que la vitesse de germination est maximale entre le 6°™ et le 10°™
jour, quelque soient le traitement et la température. Nous avons constaté également que le
traitement avec I’AGs avait cerné la germination entre le 6°™ et le 10°™ jour, puisque le
pourcentage des graines germées au cours de cette période a augmenté surtout pour la variété
IJ aprés application de I’AG3 (84 % au lieu de 58 % a 18 °C, et 82 % au lieu de 54 % a
25 °C).
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Figure 30 : Début de germination des graines de 1’artichaut traitées par I’AGgs et incubees a
25 °C ; a) variété 1J ; b) variété BR.

Figure 31 : Evolution des plantules provenant de la germination des graines de 1’artichaut a
25 °C ; a) variété BR non traitée par AGs (50 jours?) ; b) variété 1J non traitée par AG;z (50
jours) ; c) variété BR traitée par AGs (39 jours) ; d) variété 1J traitée par AG3 (38 jours).

2 Age de plantules aprés la levée
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Figure 32 : Evolution des plantules provenant de la germination des graines de I’artichaut &
18 °C agées de 32 jours ; a) variété 1J traitée par AGs ; b) variété 1J non traitée par AGs ; C)
variété BR traitée par AGs ; d) variété BR non traitée par AGs.
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I11- Discussion
Des essais préliminaires de la désinfection des explants (Méristémes apicaux, segments

de feuilles, fragments de racines, Fragments de cotylédons...) prélevés sur des plants
d’artichaut développés dans les conditions habituelles de culture, nous ont posé de problemes
de contamination. Les travaux de Moncousin en 1979 (Moncousin, 1979) ont montré la
possibilité d’obtenir la désinfection d’implants prélevés au champ. L’obtention de cultures
désinfectées nécessite un traitement de désinfection sévere (alcool, hypochlorite de sodium et
HgCl,) qui n’est pas toujours suffisant pour éliminer les contaminants bactériens ou
fongiques. La culture des implants primaires sur un milieu favorisant le développement de ces
derniers permet de cribler les échantillons désinfectés (Benoit et Ducreux, 1981).

Afin de réaliser la multiplication in vitro, nous étions obligés d’utiliser des plantes
issues de la germination in vitro de graines préalablement désinfectées. Les expeériences de
germination sont menées dans un premier temps sur les accessions Art21 et Art22 et dans un
deuxieme temps sur les variétés BR et 1J.

La germination des graines d’artichaut a été abordée par plusieurs auteurs (Basnizki et
Mayer 1985 ; Damato et Calabrese, 2005ab ; Vannella et al., 2005 ; Damato et Calabrese,
2007 ; Rengelink et Remeeus, 2009 ; Damato et Calabrese , 2012), alors que juste quelques-
uns ont adopté la germination in vitro pour ’initiation de la culture in vitro de I’artichaut et
ont rapporté 1’efficacité de cette voie dans la micropropagation de cette plante. Citons par
exemple Benoit et Ducreux, (1981) qui ont réalisé la culture in vitro a partir des graines, afin
de surmonter le probleme de la forte contamination des bourgeons axillaires prélevés sur des
plants d’artichaut. Bigot et Foury, (1984) ont également utilisé les embryons pour initier le
processus de multiplication in vitro. Lauzer et Vieth (1990) ont étudié la micropropagation a
partir d'embryons de graines de plantes d'artichaut “Green Globe*. lls ont constaté que ces
embryons matures, disséqués des graines désinfectées, produisent une plante normale sur le
milieu de germination. Récemment, De Moraes (2007) a étudié d’une maniére précise la
problématique de germination in vitro de I’artichaut ainsi que les méthodes de désinfection et
son travail constitue la premiere référence pour cette espece notamment pour le cultivar
‘Nobre’ avec lequel elle a travaillé. Sa méthode a ¢été basée sur la désinfection des graines
avec I’alcool et une solution contenant 2 % de chlore actif suivie par ’enlévement des
téguments de graines et leur mise en culture sur le milieu MS puis une incubation a
I’obscurité. En adoptant cette méthodologie, De Moraes (2007) est arrivé a 77,5 % de

germination avec seulement 16,7 % de contamination et cela en sept jours.
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Le processus de germination des graines in vitro a été utilisé pour d'autres espéces telles
que les Orchidées, car leurs graines sont trés petites. En raison de la petite taille et les réserves
limitées, il est possible que les graines aient été perdues ou présentaient un faible taux de
survie lorsqu'elles sont semeées in vivo. La germination et le développement sont plus rapides
in vitro dans un environnement controlé, sans compétition avec des champignons ou des
bactéries. En étudiant la germination des graines de Geodorum densiflorum (Orchidée) in
vitro, Bhadra et Hossain (2003) ont obtenu un grand nombre de plants. Des résultats
similaires ont été obtenus par Pant et Thapa (2012) avec Dendrobium primulinum.

Chaves et al. (2005), dans les expériences visant a I'établissement et la multiplication in
vitro de Coqueret du Pérou (Physalis peruviana L.), ont constaté que les espéces ont montré
un comportement photoblastique positif. Les procédures de désinfection, avec de l'alcool et
I’hypochlorite de sodium, conduisent a des taux de germination plus élevés. Dans la
multiplication, la concentration de 0,3 mg/l de BAP a donné le plus grand nombre de pousses
et de bourgeons, et la plus petite longueur des pousses.

Niedz (2008) a observé que l'enlevement du tégument et le semis des graines de Citrus
sinensis sur milieu de culture améliorent considérablement la germination, et la combinaison
de cet enlevement avec des traitements fournit des améliorations supplémentaires a la
germination.

Anderson et al. (2002) ont effectué la culture in vitro des embryons de péches précoces
et ils ont conclu qu'il y avait un excellent développement pour la plupart des embryons avec
un taux plus élevé de survie. Les résultats indiquent que la méthode de culture in vitro
d'embryons immatures constitue une pratique indispensable au programme d'amélioration de
la péche, en vue de I'obtention de cultivars plus précoces.

La désinfection de la surface peut étre réalisée par I'exposition des graines a la lumiere
UV, a la chaleur ou a des produits chimiques. Cependant, I'irradiation UV peut endommager
I'ADN (Taski et Vasic, 2005) et la chaleur peut provoquer la mort de I'embryon. Ainsi, nous
avons essaye de developper une technique de stérilisation a I'aide de solutions chimiques.

L'utilisation de différents agents germicides est essentielle pour réduire la contamination
des explants et des graines. Les plus courants sont I'éthanol, le peroxyde d'’hydrogéne et les
composés a base de chlore, tel que I'hypochlorite de sodium et de calcium (Rosell et
Villalobos Arambula, 1992). En outre, la concentration de la solution desinfectante, la
combinaison de principes actifs et la durée d'exposition peuvent varier considérablement, ce
qui nécessite une adaptation du protocole de désinfestation a l'espece, le cultivar et la

sensibilité des tissus a désinfecter (Chaves et al., 2005).
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Dans le but de rechercher le meilleur équilibre entre I’efficacité de la désinfection et le
maintien des possibilités de développement, trois traitements ont été mis en comparaison. Les
résultats obtenus ont montré une contamination significativement élevée de nos graines qui
n’était pas facile a éliminer par une simple désinfection faisant appel a une solution d’cau de
Javel (1 %). L'infection des semences a été significativement réduite par I’usage de 1’éthanol
70 % suivie de la solution d’eau de Javel a 1 %, et totalement éliminée par 1’adoption d’une
solution de I’HgCl, 0,5 % (tableau 10). Ces résultats sont en accord avec les constatations de
De Moraes et al. (2010) qui montrent que la désinfection des graines avec l'alcool a 70 %
pendant 30 minutes suivie par une immersion dans une solution contenant 2 % de chlore actif
pendant 10 minutes a été efficace pour réduire les contaminations dans les graines du cultivar
‘Nobre’.

Sur la base des données obtenues, le pourcentage de germination a été dans tous les cas
tres faible, voir méme nul, au niveau du premier protocole de désinfection, ou plus de 60 % de
graines ont été contaminées. Cette contamination des graines dans le milieu de culture a été
causée par l'apparition de bactéries et de champignons. Selon Donida (2004), la germination
des graines d'artichaut peut étre affectée par des agents pathogénes qui y sont associés.
Miccolis et al., (1990) et Donida (2004) ont observé la présence de Rhizopus, Alternaria et
Aspergillus associés a la graine. Le traitement des semences, avec du Hydroxy-8-quinone
sulfate, Thiran et le captane, améliore la germination (De Moraes, 2007).

En raison du faible pourcentage de germination, on peut penser que le tégument tres dur
de nos graines a empéché la pénétration de 1’eau et par la suite la germination. De ce fait,
nous avons eu recours dans un premier temps a des prétraitements pour résoudre le probleme
de I’inhibition tégumentaire et dans un autre temps a la dissection des graines pour enlever
complétement les téguments.

L’artichaut montre une grande variation dans le pourcentage de germination et le taux
d'émergence qui réduit l'uniformité des plantules. Ces variations peuvent dépendre de
differentes causes qui pourraient étre surmontées par le traitement des semences avant le
semis (Damato et Calabrese, 2007). Selon De Moraes (2007), le faible taux de germination de
I'artichaut peut étre associé aux téguments trés durs et difficiles a enlever, ces téguments ont
une structure qui se traduit par une forte inhibition tégumentaire de la germination.
L’exécution de coupures latérales du tégument permet probablement a I'eau de pénétrer et
d'atteindre I'embryon, ce qui rend la germination possible. Déja, nos graines non traitées n’ont
présenté que 9 % et 11 % de la germination pour Art21 et Art22 respectivement. Ces résultats

appuient la théorie selon laquelle la présence de I'enveloppe de la graine constitue réellement
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une barriere physique a la germination et nécessite donc des traitements. Cela implique
qu’une scarification naturelle ou artificielle du tégument est nécessaire pour permettre
I’imbibition et la germination des graines.

Les graines d’artichaut étudiées présentent des comportements variés vis-a-vis du
prétraitement au moment de leur germination, les résultats obtenus mettent en évidence le role
capital de I’incubation a 4 °C pour lever I’inhibition tégumentaire des graines et leur
dormance. En effet, I’incubation des semences pendant une semaine a 4 °C permet d’obtenir
le plus important taux de germination (29 % pour Art21, 33 % pour Art22) et une réduction
du temps moyen de germination (tableau 11 et 12).

Bien que le traitement par 1’acide sulfurique a engendré un taux de germination de 15 %
et 19 % pour Art21 et Art22 respectivement, il a provoqué une perte importante des graines
allant jusqu’a 80 % au niveau de 1’accession Art21. Une immersion des semences pendant
30 min dans ’acide sulfurique pur a réduit les performances germinatives de nos graines.
Toutefois, P’efficacité de 1’acide sulfurique pour lever I’inhibition tégumentaire d’autres
espéces avait été démontrée par plusieurs auteurs (EI Hamdouni et al., 2001 ; Jaouadi et al.,
2010). Un traitement de 5 minutes par 1’acide sulfurique, selon EI Hamdouni et al. (2001),
accélére la germination et améliore significativement le taux de germination des akenes de
Fraisier. Neffati (1994) a signalé que la durée optimale de trempage parait étre en rapport
avec la dureté des téguments.

Contrairement a I’incubation a 4 °C et a I'immersion dans [’acide sulfurique, le
trempage des graines dans I'eau chaude (100 °C) a empéché la germination probablement par
la destruction de certains constituants enzymatiques présents dans la graine. Nos résultats
corroborent ceux de Devkota et Jha (2010) qui ont signalé que le trempage des graines de
Centella asiatica dans I'eau bouillante a réduit de pres de deux fois la germination totale. De
méme, les travaux de Jha et Sinha (1989) sur la feve (Vicia faba), Paul et al. (2008) sur
rauwolfia (Rauwolfia serpentina Benth.) et Sinha et al. (1993) sur le fenugrec (Trigonella
corniculata), ont attribué la cause majeure de la perte de la viabilité a la rareté de I'oxygene,
car l'eau a haute température a moins de contenu gazeux. Cependant, Gill et al. (1996) ont
rapporté la germination de 40 % des graines du flamboyant royal (Delonix regia) lorsqu'elles
sont immergées dans I'eau chaude pendant 3 minutes. Padma et al. (1994) ont également
rapporté que le trempage dans l'eau chaude (80 °C) pendant 5 minutes améliore la
germination des graines du faux-acacia (Leucaena leucocephala), mais pas celles de siris
(Albizia lebbeck) et saman (Samanea samon). Du fait de sa simplicité et de son faible codt,

I’ébouillantage de 3 min & 100 °C a été recommande pour les graines de Prosopis africana par
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Ahoton et al. (2009), apres avoir donné un taux de germination tres élevé et accélére la vitesse
de germination. Le traitement a I’eau chaude reste donc un moyen efficace pour ramollir le
tégument de la graine et pour réduire I’imperméabilité de celui-ci a I’eau (Aduradola et Badru,
2004 ; Rolston, 1978 ; Tran et Cavanagh, 1984). Il faut donc faire attention a la durée de
trempage des graines dans 1’eau a 100 °C qui selon Ahoton et al. (2009) dépend de 1’épaisseur
et de la dureté des téguments de la graine.

De méme, I'utilisation de ’acide gibbérellique, comme prétraitement pour les deux
accessions étudiées, n’a pas déclenché la germination. Ces résultats ne coincident pas avec les
recherches antérieures sur Pistacia sp. (Abou-Quad, 2007), la tomate (Groot et al., 1987 ;
Balaguera-Lépez et al., 2009), le mais (Carpita et kanabus, 1988), le blé (Keyes et al., 1990)
et d'autres especes avec des pourcentages de germination naturellement faibles, ou les
traitements avec des gibbérellines favorisent un processus de germination élevé et plus rapide.
Devkota et Jha (2010) ont également signalé une meilleure germination des graines de la
centella asiatique (Centella asiatica) aprés un traitement avec 10 ppm d’AGs pendant 30 min,
comparativement au témoin.

Le résultat de cette étude a révélé que la scarification des semences a 1’aide du papier
abrasif n'a pas amélioré le pourcentage de germination. Selon Franco et Ferreira, (2002), la
scarification mécanique de l'enveloppe de la graine avec du papier de verre ou méme la
réalisation des coupes par scalpels, favorise la germination, et cela par la réduction des
obstacles physiques permettant ainsi le passage de I'eau a I'embryon. Les résultats, obtenus
dans notre travail, ne s’accordent pas avec les travaux de Singh et al. (1985), Sinha et al.
(1993), Padma et al. (1994) et Paul et al. (2008) qui ont signalé que la scarification des
graines avec un papier abrasif était la plus efficace pour l'augmentation de la germination
respectivement chez les lentilles, Trigonella corniculata, Leucaena, Alkbizia et Samanea et
Rauwolfia serpentina Benth. Ce méme effet est observé chez les essences forestieres telles
que le chéne gris (Planchonella cinerea) et Captaincookia margaretae ou la scarification
mécanique accroit le taux de germination final et accélére la germination chez elles (Tassin,
2004). L’usage du papier abrasif, chez ces derniéres, fournit les meilleures performances et
permet d’atteindre pratiquement 100 % de germination ; la moitié des graines viables germant
dans un délai d’une quinzaine de jours.

Quel que soit le traitement utilisé (incubation a 4 °C ou immersion dans 1’acide
sulfurique), il a été trouve que le temps moyen de début de germination a été réduit de 27,33 a
10,67 jours apres incubation a 4 °C par exemple pour Art21 (tableau 12). Par conséquent, il y

a eu une réduction significative du délai de germination des graines prétraitées. En effet, cette
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¢tude a montré que pour avoir une germination rapide et homogene des graines d’artichaut, un
prétraitement des semences apparait nécessaire. Les graines ayant subi des prétraitements
avant leur semis ont des delais d’attente plus courts que celles qui n’ont pas été traitées
(Tableau 12). En ce qui concerne la durée de germination, I’¢tude a également montré que les
courtes durées de germination sont obtenues avec les semences traitées (Tableau 13). Cela a
montré que ces traitements augmentent donc l'activité métabolique nécessaire a la
germination.

Les résultats obtenus par les différents prétraitements précédents (tableau 11) montrent
qu’en général, ces prétraitements n’ont pas nettement favorisé la germination de nos graines.
Les faibles taux de germination obtenus peuvent étre liés au type de tégument d’artichaut, qui
est tres dur et difficile a briser, ce qui nous a incités a essayer la germination apres enlévement
des téguments des graines.

Une différence nettement significative a été notée entre le pourcentage de germination
des graines avec et sans téguments. Déja, les graines avec tégument n’ont présenté que 3 et
5% de germination pour Art21 et Art22 respectivement, tandis qu’aprés I’enlévement de
téguments, ce pourcentage a été significativement augmenté pour les deux accessions Art21et
Art22. Cet enlevement a également accéléré la durée de germination qui est passée de 27-25
jours a 6-10 jours respectivement pour Art21et Art22. Ces résultats appuient la théorie selon
laquelle la présence de I'enveloppe de la graine forme une barriére physique contre la
germination. L'accélération de la germination, induite par I’enlévement de téguments, est
probablement due a un plus grand contact de I'embryon avec le milieu de culture et I'oxygéne.
Dans ce cas, I’enlévement aurait brisé les barrieres naturelles de la graine, ce qui expose
I'embryon plus rapidement a une plus grande quantité d'eau et de nutriments, ce qui entraine
une germination accélérée. En raison de la stérilité de I'environnement in vitro, cette
exposition a eu lieu sans le risque d'infections de I'embryon. Soares Filho et al. (1995) ont
rapporté que les ruptures naturelles dans les téguments de graines internes et externes
permettent une diffusion plus élevée d'oxygene et I'absorption d'eau par la semence, facilitant
ainsi la germination.

Nos résultats coincident avec ceux de Soares Filho et al. (2002) qui ont observé que
I'limination du tégument externe ou tégument externe et interne de graines d'agrumes a
anticipe considérablement le début de la germination et a augmenté la vitesse de I'émergence
des plantules. Pour Mendes et al. (2008), la réponse au traitement mécanique (enlevement
manuel des téguments) n’était pas similaire pour les différentes espéces de citrus étudiées,

pour C. paradisi x P. trifoliata, C. reshni et P. trifoliata ces traitements ont été bénéfiques
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pour la germination in vitro, ils ont amélioré le pourcentage de germination des graines ainsi
que l'indice de vitesse de germination et la hauteur moyenne des plantules de ces especes.
Cependant, C. sunki et C. limonia présentaient une bonne performance de germination in
vitro sans aucun traitement, montrant que ces especes ne nécessitent pas de traitement pour la
germination. La pratique de I'enlevement de téguments, encore employée (De Moraes, 2007),
a été démontrée pour accélérer 1'émergence des plantules chez ’artichaut, ce qui permet un
développement plus rapide des plantes. Dans une étude des méthodes d'accélération de la
germination des semences de bacuri (Platonia insignis Mart.), Oliveira et al. (2002) ont
observé que I'élimination partielle du tégument des graines a fourni un taux plus élevé
d'émergence des plantules.

La difficulté de germination des graines Art21 et Art22 sur le milieu de culture est
maintenue également dans la tourbe. Ce maintien est bien illustré par les faibles pourcentages
obtenus et qui n’ont pas dépassé 50 % pour les deux accessions (fig. 27). Cependant, les
pourcentages obtenus dans la tourbe sont significativement plus élevés que ceux sur milieu.
Contrairement a nos résultats, Tazi (2003) a observé que la germination in vivo des graines de
I’arganier reste relativement faible par rapport a la germination in vitro. En plus, une
diminution significative, au niveau du délai de germination, a été enregistrée pour les graines
de Art21 et Art22 germeées dans la tourbe (fig. 28).

De toutes ces expériences, nous pouvons conclure que les graines d’artichaut en général
et les accessions Art21 et Art22 en particulier, présentent des taux de germination faibles. Ces
derniers peuvent étre liés au type de tégument d’artichaut, qui est trés dur et difficile a briser.
Un autre facteur s’ajoute qui est la vigueur des semences, car, ils sont issus de la production
agricole, ce qui peut avoir été influencée par des facteurs environnementaux, comme la
température élevée et des pluies excessives. Certains auteurs (Basnizki et Mayer, 1985; Foury,
1989; Damato et Calabrese, 1991) ont rapporté que les températures supérieures a 35 °C
affectent le développement des graines. Les résultats de 1’étude de Vilchez et al. (2005) ont
montré que la faible germination et la mort des plantules sont dues a la combinaison de la
faible vigueur des plantules sous des températures élevées, les blessures mécaniques et des

semences immatures.

Les différents essais de germination non satisfaisants, réalisés sur les graines de
I’accession Art21 et Art22, nous ont menés vers I’essai de nouveaux lots de graines d’autres
variétés. Le deuxiéme lot était composé de graines des variétés 1J et BR de 1’année dont les

résultats des expériences de germination sont présentés au niveau du tableau 14. Il est a
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rappeler que les graines de la variété 1J et BR ont été semees dans la tourbe apres avoir été
incubées a 4 °C pendant une semaine dans de 1’eau stérile contenant ou non 0,6 % de 1’AGs.
La germination a été effectuée a deux températures différentes (18 et 25 °C).

En plus de I"augmentation du taux de germination, la méthode consiste a observer
I’uniformité de la croissance des plantules les unes par rapport aux autres. Le but est de
développer une méthode pour induire la germination des semences et leur développement de
maniére synchrone pour une transplantation au méme moment.

La température et I'numidité du sol sont les facteurs les plus importants régulant le
comportement des graines dans des conditions naturelles. La température est connue pour
avoir un double effet : d'abord la régulation de la levée de dormance dans les graines qui
nécessitent des températures fluctuantes, ensuite son influence sur la germination aprés avoir
été libérées de dormance. En ce qui concerne le premier effet, I'environnement thermique peut
augmenter ou diminuer le niveau de thermodormance des graines d'une population (Damato et
Calabrese, 2007). Les températures plus élevées pendant la germination réduisent le
pourcentage de germination (Damato et Calabrese, 2007).

Comme nous avons déja signalé, les semences de I’artichaut montrent une grande
variation du taux de levée, ce qui réduit I'uniformité des plantules, particulierement lorsque la
température est supérieure a 25 °C (Chaux et Foury, 1994 ; Khan, 1992).

Des recherches antérieures (Damato et Calabrese, 1991) ont montré que pour une bonne
germination des akénes d’artichaut, la température doit étre inférieure a 25 °C. Damato et
Calabrese (2007) ont pu obtenir 20 % de germination avec une température de 22 °C contre
6 % de germination avec une température plus élevée (25/35 °C).

En ce qui concerne I’effet de la température, Rengelink et Remeeus (2009) ont rapporté
que les températures qui dépassent 20 °C sont moins favorables pour la germination de
I’artichaut que les températures comprises entre 15 ° et 20 °C. Selon les mémes auteurs, un
taux de germination égale a 80 % a été obtenu sous des températures comprises entre 15 et
20 °C, alors que des températures supérieures a 20 °C n’ont jamais permis d’avoir une telle
augmentation du taux de germination. Dans ce travail, nous avons effectué la germination
sous deux températures différentes (18 et 25 °C) et qui rentrent dans la fourchette (15 ° a
25 °C) favorable pour la germination des graines d’artichaut décrite dans plusieurs travaux
(Damato et Calabrese, 1991 ; Chaux et Foury, 1994 ; Khan, 1992). Les meilleurs résultats
obtenus, pour la température de 25 °C, sont 60 % pour 1J et 40 % pour BR, alors pour la
température de 18 °C une légere augmentation a été notée pour IJ (65 %) contre une

augmentation importante pour BR (57,5 %).
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Les valeurs moyennes du délai de germination concernant les deux variétés sont
comprises entre 6,63 et 10,24 jours. En examinant le tableau 14, on peut voir que pour les
deux températures, aucune différence significative n’a été enregistrée et ce pour IJ et BR. Des
résultats similaires ont été obtenus par Damato et Calabrese (2007) en incubant les graines a
une température de 22 °C. Alors qu’une incubation a 35/25 °C, et selon les mémes auteurs, a
retardé le délai de germination. lls ont conclu que les températures plus élevées retardent le
début de la germination des graines d’artichaut de 3 jours.

La durée de la période de germination est avant tout influencée par les températures qui
montrent des valeurs moyennes de 12,5 et 4 jours respectivement pour 25 et 18 °C
(tableau 14). Lorsque les graines sont soumises a la température de 18 °C (tableau 14), une
nette diminution de la durée de germination est notée pour les deux variétés aussi bien au
niveau de celles traitées par I'AG3 que celles non traitées. L'effet de la température est plus
important pour la variété IJ (tableau 14), qui représente les valeurs moyennes de 12,5 (25 °C)
et 4,75 (18 °C). Une durée de 4 jours, obtenue par une incubation a 18 °C, semble étre
intéressante, car les semences germent rapidement et en méme temps. L’adoption de cette
derniére nous a offert une germination uniforme. Damato et Calabrese (2007) en adaptant une
température de 22 °C ont pu obtenir 20 % de germination dans une durée de 4 jours.

L'AG;3 exogene a été appliqué a de nombreuses espéces pour couvrir les besoins
d'embryons afin de stimuler la germination ou pour augmenter le potentiel de croissance
d'embryons (Bradbeer, 1988 ; Genéve, 1991 ; Evans et al., 1996). Alouani et Bani-Aameur
(2004) ont signale que I’application de 1’ AGs, combinée a un stockage au froid a 4 °C pendant
un minimum d’un mois, permet une augmentation significative de la germination des graines
d’arganier. Dans notre étude, I’effet de 1’AGs sur le pourcentage de germination varie d’une
variété a l’autre (tableau 14). Les résultats ont montré que la gibbérelline induisait une
augmentation hautement significative des taux de germination des graines seulement dans le
cas de la variété 1J incubée a 18 °C (de 47,5 % a 65 %), un effet contraire est noté pour la
méme variété avec une diminution hautement significative du taux de germination des graines
incubées a 25 °C (de 60 % a 17,5 %).

Pour la variété BR, le traitement par I’AGsz a entrainé une légere augmentation du
pourcentage de germination dans les deux températures, mais qui n’était pas significative pour
le cas de I’incubation a 18 °C (de 55 % a 57,5 %) et significative pour 1’incubation a 25 °C
(de 375% a 40%). La variét¢é BR réagit différemment au traitement par 1I’AGs.
Contrairement a la variété 1J pour laquelle, pour avoir une bonne germination, il faut tenir

compte de la température et du traitement par I’AGs. Notant donc qu’un traitement par I’AGs
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est nécessaire seulement pour une incubation des graines a 18 ° C. Des résultats similaires, sur
I’importance de I’AGg3 pour la germination, ont déja été rapportés pour la tomate (Groot et al.,
1987), le pois (Swain et al., 1997) et le coton (Gokani et Thaker, 2002). Ces résultats
montrent un effet clair du génotype, puisque les deux variétés mises en essai different
clairement quant a la réaction vis-a-vis des traitements appliqués.

Le traitement ou non des graines par I’AG3 n'a montré aucune différence statistique
pour les délais et les durées de germinations trouvés, les graines ont germé dans tous les cas
dans un délai entre 6 et 10 jours et une durée de 4 a 12 jours. Ces résultats concordent avec
ceux trouvés dans le cas du sésame. En effet, le traitement par I’AGs n'a pas d'influence sur
I'émergence des plantules (Kyauk et al., 1995). Ces résultats ne coincident pas avec les
recherches antérieures sur Alnus acuminata (Araya et al., 2000), Pistacia sp. (Abou-Quad,
2007), Eucalyptus delegatensis (Bachelard, 1967) et d'autres espéces avec des pourcentages
de germination naturellement faibles, ou les traitements avec des gibbérellines favorisent un
processus de germination élevé et plus rapide. De méme pour I’arganier, l'application de
I’AG3 a diminué le temps et la période de germination (Alouani et Bani-Aameur, 2004). Une
réduction de moitié de la durée de germination a été rapportée par Vera et al. (2010) pour les
graines d’Erica australis apres une application de 1’ AGs.

Dans notre cas, 1’effet de I’AG3 sur la durée de germination a été bien marqué sur la
vitesse de germination. Etant donné que le traitement des graines par I’AGs a réduit la durée
de germination d’une part et a cerné la germination dans un intervalle de temps en accélérant
la vitesse de germination, et ce pour les deux variétés et sous les deux températures testées.

D’aprés les résultats précédents, nous pouvons conclure que pour une meilleure
germination de la variété 1J, il faut incubé les graines a une température de 18 °C apres les
avoir traitées par I’AGs et incubées a 4 °C pendant une semaine, de méme pour la variété BR
méme s’elle n’a pas présenté¢ de différence significative entre les graines traitées et non

traitées par I’AGs.
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Conclusion
La germination des graines in vitro de l'artichaut est a la fois intéressante et troublante.

Les difficultés liées a la germination des graines nous ont obligés a tester plusieurs parameétres
in vitro et in vivo. Le prétraitement des semences avec des hormones (ex. : AG3), I'incubation
au froid, ou I’adoption de températures inférieures a 25 °C peuvent améliorer la germination
des graines. Les comparaisons entre la germination des graines de divers genotypes ont été
également étudiées (accession Art21 et Art22 et variétés 1J et BR).

Les résultats obtenus dans notre travail concernant 1’accession Art21 et Art22, ont
montré une grande difficulté de germination de ces deux accessions et un prétraitement des
graines par une incubation a 4 °C et I’enlévement des téguments des graines avant la mise en
culture, ont donné des résultats qui malgré leur importance, restent a améliorer.

Pour la variéeté 1J et BR, les testes de germination effectués dans la tourbe ont montré
que I’application de 0,6 % de 1’AG3 n’a pas présenté un grand effet sur le taux de germination
de nos graines, mais elle a cerné la germination entre le 6™ et le 10°™ jour aprés semis
permettant ainsi une germination et un développement homogéne des plantules. De méme,
I’adoption d’une température de 18 °C nous a offert une germination uniforme et
synchronisée.

En outre, de I'analyse des résultats de germination des deux accessions (Art21 et Art22)
et des deux variétés (IJ et BR) de graines, nous pouvons conclure que les différences de
germination entre les lots peuvent étre attribuées aux différences génétiques et
physiologiques, aux conditions auxquelles ils ont été soumis lors de la récolte et la
conservation (le séchage, le nettoyage, le triage, durée de conservation...), mais aussi a leur
composition, soit la présence de divers types de semences qui ne germent pas ou qui germent
lentement. Une quantité différente de ces graines constituait les quatre lots.

Les vitroplants obtenus par germination in vitro constituent une excellente source
d'explants pour les prochaines expériences de la culture in vitro de I’artichaut, tels que les

parties apicales entieres, les racines et les feuilles.
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Chapitre IV :
Multiplication in vitro de ’artichaut (Cynara cardunculus var.
scolymus L.)

Resumé
Vu l’'importance que connait la culture artichautiecre au Maroc et dans les pays

méditerranéens et les difficultés liées & son mode de multiplication (multiplication
végétative), nous avons entamé ce travail dans la perspective d’une production en masse des
cultivars marocains de I’artichaut moyennant les techniques de la culture in vitro. Un
protocole pour la multiplication in vitro de I'artichaut (Cynara cardunculus var. Scolymus L.)
accession Art21 a été développé en utilisant des bourgeons axillaires obtenus a partir de
plantules provenant de semences germées sur milieu de culture. Les travaux que nous avons
réalisés, nous ont permis de mettre au point un certain nombre de facteurs qui ont montré un
effet positif sur la réussite de la culture in vitro de I’artichaut et sur le taux de multiplication,
dont les principaux sont : la décapitation, la densité de culture, la taille des explants, la durée

d’une génération et les conditions de culture.

Un taux élevé de la régénération (7,56 pousses/explant) a été obtenu avec des bourgeons
axillaires sur un milieu de prolifération contenant 1 mg/l de kin et 0,1 mg/l de I’ANA aprés
I'enlevement des bourgeons apicaux, les feuilles et les racines de jeunes plantules. En outre,
les résultats ont révélé que les explants de 1-1,5cm de longueur donnent le plus grand
nombres de nouveaux bourgeons formés (7,33) parmi les catégories de tailles testées ainsi
qu’un taux de 100 % de survie des pousses. La réduction de la densité des explants de pousses
de 6-7 & 3-4 par 132 cm? de milieu de culture a augmenté le taux de multiplication par un
facteur de deux. De méme, une durée de culture de quatre semaines semble étre optimale pour

une bonne prolifération.

La mise en culture des pousses multipliées sur un milieu d’enracinement MS
supplémenté par I’ANA, avec un passage antérieur par un milieu d’élongation, a donné
58,33 % de pousses enracinées. Parallélement, I’essai du milieu MS modifié¢ décrit par
Tavazza et al. (2004), avec ou sans charbon actif, a montré que 1’addition de ce dernier a
augmenté le pourcentage d’enracinement et a amélioré la qualité des racines formées et cela
dans les générations a rang élevé. Nos essais ont egalement mis en évidence la propriété

récalcitrante de notre cultivar.
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Introduction
La propagation de I'artichaut peut étre effectuée par semence ou par voie végétative. La

multiplication par semences produit des descendants hétérogenes. En plus d'étre la méthode la
plus souvent utilisée en production (Moncousin, 1979), la multiplication vegétative présente
certains inconvénients tels que : les problémes phytosanitaires au niveau de la plante-meére par
la présence des agents pathogenes comme les virus, les champignons et les bactéries
(Mauromicale, 1984) ; le faible taux de multiplication (environ 5 pousses par plant et par an)
(Harbaoui et Debergh, 1980 ; Pécaut et al., 1983) ; I'hétérogéneité en raison des différences
physiologiques entre les pousses de la méme plante mere ; les codts élevés de I'implantation et

la faible possibilité de mécanisation (Mauromicale, 1984).

En tenant compte des limites des deux méthodes de propagation, les techniques de la
culture in vitro offrent une méthode alternative pour la production en grande quantité de
matériel végétal homogene et exempte de maladies, permettant également I'installation rapide

de génotypes sélectionnés dans une région spécifique (Lauzer et Vieth, 1990).

Les études sur la micropropagation de l'artichaut ont commencé au début des années
soixante et sont employées avec succes pour le renouvellement, la sélection clonale et la
production en pépiniére. Ces études ont rencontré quelques problemes, tels que la difficulté de
désinfection du matériel, en raison de la proximité des organes utilisés comme explants des
contaminants du sol par exemple les bactéries, de la structure des organes des plantules et la
difficulté d'enracinement. En outre, le faible taux de multiplication est considéré comme une

limitation de la micropropagation d’artichaut (Brutti et al., 2000).

Des travaux intéressants ont permis d’avancer dans la compréhension de la culture in
vitro de I’artichaut et ont permis également 1’¢laboration de protocoles de micropropagation
de cette espece. De Leo et Greco (1976) ont été les premiers chercheurs a appliquer la
propagation in vitro pour la production d'artichaut en utilisant du matériel dérivé de graines.
Depuis lors, d'autres méthodes de propagation in vitro de l'artichaut ont été développées
(Moncousin 1981 ; Ancora et al., 1981 ; Pécaut et al., 1983 ; Moncousin et Ducreux 1984 ;
Draoui et al., 1993) et ont produit des taux plus élevés que les méthodes de la multiplication
in vivo traditionnelle. En 1982, Harbaoui et al. ont développé une méthode de

micropropagation et de I'assainissement en utilisant la culture de méristémes.
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Lauzer et Vieth (1990) ont étudié la micropropagation a partir d'embryons de graines du
cultivar d'artichaut ‘Green Globe'. Ils ont constaté que la multiplication des pousses a eu lieu a
travers la prolifération et le développement des bourgeons axillaires des feuilles et la
meilleure multiplication a été obtenue quand différentes concentrations du 6-
benzylaminopurine (BAP) et 0,5mg/l de l'acide naphtalene acétique (ANA) ont été
combinées. Prés de 65 % des pousses in vitro ont produit des racines aprés deux mois de
culture en présence de 1 mg/l de I’ANA.

Dridi (2003) a rapporté qu’un milieu de multiplication composé des macro et micro
éléments de Murashige et Skoog additionné de 0,1 mg/l de I’acide indole-butyrique (AIB),
0,5 mg/l de la méta-topoline et 2 mM/I du paclobutrazol a donné les meilleurs résultats aussi
bien au niveau de la qualité des pousses qu’au niveau du taux de multiplication qui était de
4,5. L’ajout de la méta-topoline et le paclobutrazol, au milieu de prolifération, ont eu un bon

effet sur la prolifération de I’artichaut.

Tavazza et al. (2004) ont utilisé un rapport modifié d'ammonium/nitrate pour l'obtention
de pousses de bonne qualité et une multiplication satisfaisante in vitro d’un cultivar d'automne
‘Spinoso sardo’ et le taux de multiplication a été augmenté par I'utilisation de la kin combinée
avec une faible concentration de I'AIB. Schneider (2005), en profitant de nouveaux

régulateurs de croissance, a pu améliorer la micropropagation in vitro de l'artichaut.

Morone Fortunato et al. (2005) ont rapporté le développement d'une méthodologie de
micropropagation pour le type d'automne d'artichaut ‘Catanese’. Ils ont signalé que la
combinaison entre les deux approches biotechnologiques, celles de la micropropagation et
I’inoculation mycorhizienne, est un outil important dans la production horticole plus durable.
Conformément aux travaux d’Elia et al. (2007), le rapport équilibré entre cytokinines et
auxines au cours de la phase de multiplication, semble étre utile pour atteindre une croissance
optimale et la formation de pousses en particulier en présence de 1’acide gibbérellique (AGs3).
Pour le cultivar “Violet de Provence' ces auteurs ont démontré qu'une concentration

hormonale élevée ne semble pas étre nécessaire pour la croissance des pousses.

Les travaux de Grando et al., (2011) sur le cultivar brésilien ‘Nobre-UPF’ ont montré
que les milieux de multiplication additionne de BAP et I’ANA avec un faible rapport
cytokinine/auxine, combiné ou non avec 1’AGgs, ont donné un taux de multiplication de 4. La

fréquence des plantes a racines était de 62 % et apres 30 et 60 jours, le pourcentage de survie
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était de 44,83 et 37,93 % respectivement. Ces résultats montrent la possibilité d’application

commerciale de la micropropagation pour ce cultivar d’artichaut brésilien.

Récemment Bedini et al. (2012), en étudiant la possibilité de propager in vitro quatre
cultivars les plus courants & Toscane (ltalie centrale) et en utilisant différents milieux
(induction, prolifération, pré-enracinement et enracinement), ont remarqué que les quatre
cultivars n’ont pas montré la méme réponse vis-a-vis des milieux utilisés. Un meilleur taux de

prolifération des pousses a été noté pour le cultivar Empolese.

Tous ces travaux ont facilité la production a grande échelle de nombreux cultivars et
leurs clones. En outre, les plantes d'artichaut obtenues a partir des plantules in vitro,
présentent une plus grande vigueur et une meilleure productivité. En méme temps, les
problemes qui se posent dans I'élaboration de protocoles efficaces pour la phase
d'enracinement in vitro ont entravé la production in vitro de certaines variétés d'artichaut.
L'enracinement se produit a des taux qui sont beaucoup trop faibles pour atteindre une
micropropagation rentable de I’artichaut (Rossi et De Paoli, 1990). En général, les cultivars
tardifs d'artichaut montrent un plus grand potentiel pour I'enracinement in vitro que les

cultivars précoces (Ancora et al., 1981 ; Tavazza et al., 2004).

Pour combler cette lacune, des méthodes d'enracinement in vitro améliorées étaient
nécessaires pour presque tous les cultivars d'artichaut. Les problémes, liés a I'enracinement in
vitro de cette plante, ont été plus au moins résolus dans diverses études par l'utilisation d'une
seule auxine (Harbaoui et Debergh, 1980; Draoui et al., 1993), I'ajout de charbon actif (Bigot
et Foury, 1984) ou l'utilisation de cyclodextrine (Brutti et al., 2000) ou seulement l'acide
gibbérellique (Morzadec et Hourmant, 1997), ou encore des mycorhizes (Cavallaro et al.,
2004 ; Morone Fortunato et al., 2005). Une étape de pré-enracinement (Moncousin, 1981 ;
Brutti et al., 2000 ; Brutti et al., 2002 ; Apostolo et al., 2005 ; Bedini et al., 2012) a amélioré
I'enracinement bien que le taux n‘ait jamais dépassé 80 %. L'influence de I'environnement de
culture, sur les processus d'enracinement in vitro de l'artichaut, a été également étudiée
(Pacifici et al., 2007). Le meilleur taux d’enracinement (100 %) pour I’artichaut, obtenu
jusqu’a nos jours, a été rapporté par Dridi (2003), en utilisant des pousses sélectionnées de la
12°™ et 13°™ subculture et le B-cyclodextrine plus 2 mg/l de I’ANA.

L'acclimatation des plantules d’artichaut est une phase critique du processus de
micropropagation, car les plantules régénérées présentent généralement de faibles taux de

survie lors de leur transfert vers le sol. Les stomates des jeunes feuilles cultivées in vitro
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demeurent constamment ouverts et laissent donc s’échapper 1’eau de transpiration de manicre
continue, ce qui entraine le flétrissement des feuilles et peut entrainer la sénescence et la mort
des feuilles et des plantules (Diaz-Pérez et al., 1995). Par conséquent, les conditions
environnementales de croissance (température, rayonnement solaire et I'humidité relative de
I'air et la teneur en eau du sol) jouent un role décisif au cours de cette phase (Cavallaro et al.,
2007). Cependant, peu d'études ont été réservées a I’acclimatation de I’artichaut. Afin
d'améliorer I'acclimatation, certains auteurs suggérent de transférer les plantes en serre, dans
des pots remplis d'un mélange de tourbe et de perlite, dans des conditions trés élevées de
I'hnumidité relative de I'air (fournies de préférence par des brumisateurs) pendant les premiéres
semaines qui suivent le transfert, et sous une humidité de l'air décroissante par la suite
(Harboui et al., 1982). En 2003, Dridi a obtenu 100 % de survie des plantes lorsque les
vitroplants ont été acclimatés en laboratoire sous des conditions environnementales contrdlées
avant le transfert sous serre. Récemment, Morone Fortunato et al. (2005), Cavallaro et al.
(2007) et Ruta et al., (2009) ont obtenu une amélioration significative de la survie des
plantules par la symbiose mycorhizienne.

Brutti et al. (2000) ont affirmé que les recherches sur la multiplication in vitro de
l'artichaut sont limitées aux cultivars européens et le cultivar Green Globe. De méme,
Mauromicale et lerna (2000) ont déclaré que les recherches liées a la micropropagation
d'artichaut ont été limitées seulement au groupe des cultivars utilisés pour la propagation
commerciale en Italie. Tavazza et al., (2004) ajoutent que la propagation in vitro de l'artichaut
est principalement utilisée pour quelques cultivars de printemps et permet la production de
plantules pour la distribution aux agriculteurs. La micropropagation de cultivars d'automne est
plus difficile et présente quelques problémes liés a la perte de précocité (Pecaut et Martin,
1992) avec un trés faible taux de multiplication et d'enracinement (Elia et al., 2007).
Récemment, une propagation in vitro de l'artichaut a été introduite sur une grande échelle et
avec beaucoup de succes, surtout avec le clone C3 sélectionné a partir du cultivar Romanesco

en Italie (vitroplants Italia Srl, Cesena, Italie) (Bedini et al., 2012).

Le succés de la micropropagation peut dépendre de facteurs génétiques,
environnementaux ou physiologiques, on peut montrer de grande variabilité dans les réponses
in vitro (Cavallaro et al., 2004). La variabilité, existante dans la réponse morphogénétique in
vitro, non seulement entre les especes du méme genre, mais aussi entre les génotypes de la

méme espéce, conduit a la nécessité de définir des protocoles différents. Dans ce sens, les
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techniques de culture de tissus de I’artichaut ont été utilisées, visant principalement la

micropropagation des plantes saines et de haute qualité.

Malgré les résultats prometteurs déja obtenus, la multiplication in vitro de I'artichaut a
toujours présenté des problémes de contamination et un faible taux de multiplication et
d'enracinement, limitant ainsi l'utilisation de la micropropagation a une échelle commerciale.
En plus, aucune information n'est disponible sur la propagation clonale des cultivars
dartichaut cultivés au Maroc. Par conséquent, cette étude a été menée afin de réussir
I’initiation de la culture in vitro de ’artichaut, d’évaluer le taux de multiplication de notre
cultivar et d’enraciner et acclimater les plantules cultivées in vitro, dans le but d'élaborer un

protocole efficace pour la multiplication a grande échelle des cultivars marocains.
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I- Matériel et méthodes
Dans ce chapitre, 1’étude de la prolifération, I’enracinement et 1’acclimatation de

I’artichaut a été réalisée sur les plantules de 1’accession Art21 germées in Vvitro sans

téguments, dont la méthodologie est décrite au chapitre précédent (chapitre 1 : 1, 3, 3-2).

Le tableau 15 présente un récapitulatif des expériences réalisées dans ce chapitre pour

réussir un protocole de multiplication in vitro de I’artichaut.

Tableau 15: Récapitulatif des expériences réalisées au niveau de ce chapitre.

Numeéro de Etape de Milieux ou substrats utilisés Type d’explant
I’expérience culture
1 Etablissement | MS+VG**+AIB/AG; Plantules issues de graines germées
2 Prolifération | MS+VG+Kin/ANA>1 - En Gq: plantules décapitées
- A partir de G;: les pousses des
générations précédentes
3 Elongation - MS+VG+Kin/2iP/AIB Pousses développées sur le milieu
- MS modifié+ Kin/2iP/AIB de prolifération
4 Enracinement | - MS+VG+ Kin/ANA <1 - Pousses développées sur le milieu
- MS+VG+AIB d’élongation ou
- MS+VG+ANA+B- cyclodextrine | - Pousses développées sur le milieu
- MS+VG+ANA de prolifération
- MS modifié+ANA
- MS modifié+ANA+ charbon actif
5 Acclimatation | - Tourbe ou - Pousses enracinées
- Tourbe + perlite - Pousses non enracinées

*Murashige et Skoog (1962) ; **Vitamines de Gamborg (Gamborg et al., 1968)

1- Préparation des milieux de culture
Etant donné que la culture in vitro implique trois composantes principales a savoir : un

explant désinfecté, un milieu de culture stérile et un environnement donné, la préparation du
milieu de culture reste une étape clé et essentiel dans la réussite de chaque culture in vitro.
Cette préparation passe généralement par quatre étapes a savoir : dissolution des composés

dans un volume d’eau, I’ajustement du pH, 1’ajout du phytagel et I’autoclavage.

Les milieux que nous avons utilisés dans ce travail ont une composition de base presque
similaire (sels de MS complets ou modifiés, vitamines de MS modifiées ou vitamines de
Gamborg, saccharose, phytagel). Dans cette partie, nous décrirons la méthode de préparation
d’un litre du milieu de prolifération (EI Boullani et al., 2012) et les détails des autres milieux
seront résumes dans le tableau 16. Pour ce faire, dans une éprouvette contenant deux tiers de
la quantité d’eau requise (soit environ 600 ml), nous avons additionné les sels de MS suivis
des vitamines de Gamborg, le saccharose, les autres composées (adénine sulfate, phosphate

monosodique) et les regulateurs de croissance. Ensuite, nous avons complété le volume de la
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solution a un litre. Durant la préparation, I’éprouvette est déposée sur un agitateur sans
chauffage et chaque compose est additionné aprés la dissolution complete du précédent. Il est
a noter que les vitamines de Gamborg sont ajoutées sous la hotte pour garder 1’état stérile de
la solution meére. L’ajout du phytagel a été fait aprés 1’ajustement du pH a 5,7 pour éviter le
collage de ses particules a 1’électrode du pH. Aprés autoclavage du milieu a 121 °C pendant
20 min, il est coulé dans des boites de Pétri ou dans des bocaux, selon 1’objectif, et conservé a
4 °C jusqu’a son usage. Pour éviter la formation des gouttelettes d’eau au niveau de la paroi
des bocaux ou sur les couvercles de boites et faciliter sa manipulation, le milieu doit étre

refroidi a une température de £40 °C avant le coulage.

Tableau 16: Milieux de culture utilisés durant les différentes étapes de la culture in vitro de
I’artichaut.

Type de milieu Macro et | Vitamines Saccharose- | Régulateurs Autres composées | pH
microélément phytagel de croissance
Germination MG | MS* Gamborg 30 ¢/1-0,3% - - 5,6
Etablissement MS Gamborg 20 ¢/1-0,3% | AIB/AG; - 57
MEt
Prolifération MP | MS Gamborg 20 ¢/1-0,3% | Kin/ANA - Adénine sulfate | 5,7
- Phosphate
monosodique
- acide ascorbique
Elongation ME1 | MS Gamborg 20 g/1-0,3% | Kin/2iP/AIB | - A. ascorbique 57
ME2 | MS modifié | MS modifié | 20 g/I-0,3% | Kin/2iP/AIB | - A. ascorbique 5,8
Enracinement M1 | MS Gamborg 20 ¢/1-0,3% | Kin/ANA - A. ascorbique 57
M2 | MS Gamborg 20 ¢/1-0,3% | AIB - A. ascorbique 57
M3 | MS Gamborg 20 ¢/1-0,3% | ANA - B-CD** 5,7
- A. ascorbique
M4 | MS Gamborg 20 ¢/1-0,3% | ANA - A. ascorbique 5,7
M5 | MS modifi¢ | MS modifié | 20 g/1-0,3% | ANA - A. ascorbique 5,8
M6 [ MS modifié MS modifié | 20 g/1-0,3% | ANA - 29/l Charbon | 5,8
actif
- A. ascorbique

* . Murashig et Skoog; ** : - cyclodextrine

2- Source d’explants et désinfection
Les graines ont été trempées dans de l'eau distillée stérile pendant 24 heures, puis

désinfectées pendant 5 min dans 0,5 % (p/v) de HgCl,, ensuite pendant 15 min dans 1 % de la
solution d’eau de Javel (annexe 1) contenant quelques gouttes de Tween 20 et enfin rincees
trois fois dans de I'eau distillée stérile. Apres élimination aseptique des téguments, les graines
ont été désinfectées une deuxieme fois par un passage rapide dans la solution d’eau de Javel

1 %, lavées trois fois et placées individuellement dans des tubes a essai contenant 20 ml de
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milieu de Murashige et Skoog (MS) (Murashige et Skoog, 1962), additionne de 30 g/l de
saccharose et 0,3 % de Phytagel (milieu de germination). Le pH du milieu a été ajusté a 5,6
Les tubes sont placés par la suite dans une chambre de culture maintenue a 25+1 °C, a 1’abri
de la lumiére jusqu’au début de germination, puis illuminés grace a une photopériode de 16 h.
Les plantules obtenues apres germination ont été transférées sur milieu d’établissement pour

continuer leur croissance.

3- Etablissement de la culture
Afin d’établir la culture initiale des plantules issues de la germination, le milieu MS

(macro et microéléments) contenant les vitamines de Gamborg (B5) (Gamborg et al., 1968),
20 g/l de saccharose en tant que source de carbone et les régulateurs de croissance [1 mg/l de
I'acide indole butyrique (AIB), 0,1 mg/l d'acide gibbérellique (AG3)], a été utilisé dans cette
étape (tableau 16). Ce milieu ainsi que la combinaison hormonale ont été tirés du travail de
Lauzer et Vieth (1990). Les plantules développées ont été utilisées comme source d’explant

dans 1’étape de la prolifération.

4- Induction des pousses et prolifération

4-1- Décapitation et amélioration du taux de multiplication
La méthode adoptée, pour I’amélioration du taux de multiplication, a été basée sur deux

concepts, la décapitation et I’avancement dans les générations. Cet avancement dans les
générations a été adopté a la fois pour 1’obtention d’un taux de prolifération encourageant et

pour réussir 1’étape de I’enracinement liée au rang de subculture (Dridi, 2003).

Apres six semaines de culture sur le milieu d'établissement, les plantules obtenues ont
subi une ‘décapitation’ c'est-a-dire une élimination des bourgeons apicaux, des feuilles et des
racines et les explants résultants ont été transférés sur un nouveau milieu (tableau 16 : milieu
de prolifération). Ce milieu MS a été enrichi par les vitamines B5, 20 g/l de saccharose,
40 mg/l de sulfate d'adenine, 50 mg/l de phosphate monosodique, 1 mg/l de la kinétine,
0,1 mg/l de I'acide naphtaléne acétique (ANA) et 0,3 % de phytagel (EI Boullani et al., 2012)

pour la formation de bourgeons axillaires et leur évolution en pousses.

Les bourgeons axillaires, développés a l'aisselle des feuilles des plantules décapitées,
ont donné des pousses qui ont été utilisées par la suite pour induire plusieurs bourgeons
adventifs par subculture sur un milieu de prolifération frais. La touffe de pousses obtenues a

partir de bourgeons adventifs au cours de la phase de prolifération a été séparée et transférée
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sur le milieu pour une nouvelle prolifération et ainsi de suite jusqu’a un rang élevé de

subcultures (figure 33).

Germination des graines sans - Transfert des plantules sur le
tégument sur le milieu MS milieu d’établissement AIB / GA;

Générations a rang élevé

t Transfert sur milieu de

Mise en culture des pousses multiplication ANA /Kin
obtenues sur le méme milieu de
multiplication

‘ Séparation des pousses
développées sur les explants

Figure 33: Schéma récapitulant les différentes étapes de la culture in vitro de 1’accession
Art21 de I’artichaut.

_ ’ Touffes de pousses

(bourgeonnement axillaire)

Le stock de cultures, qui a servi aux prochaines expériences, a été maintenu par
repiquage des pousses néoformées toutes les 4 semaines sur un nouveau milieu de

prolifération.

4-2- Effet de la densité d’explants sur le bourgeonnement
Pour étudier I'effet de la densité des explants sur la formation de pousses in vitro, quatre

densités d'explant d’artichaut (3, 4, 6 et 7 pousses par 132 cm? de surface de milieu de
culture) ont été testées. Des pousses multiples provenant du stock de cultures ont été cultivées
en bocaux (capacité de 370 ml) contenant 30 ml du milieu de prolifération. Pour chaque
catégorie de densité, dix pousses avec trois répétitions ont été utilisées et le nombre de

pousses développées a été enregistré apres 4 semaines.

4-3- Effet de la taille de I'explant sur le bourgeonnement
De méme, l'effet de la taille d'explants sur la formation des bourgeons adventifs

(prolifération) a été évalué (EI Boullani et al., 2013). Des pousses, de quatre catégories de
taille (<1cm, 1 4 1,5¢cm, 1,5 & 2 cm et >2 cm) (Figure 34) provenant de la 8™ génération,
ont été mises sur le milieu de prolifération a raison de quatre explants par bocal. Chaque
experience comportait trois répétitions avec au moins dix explants par répétition. Pour toutes
les expériences de régénération, le nombre de pousses développées par explant a été

enregistré apres un mois de culture ainsi que le pourcentage de reprise des pousses.
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Figure 34 : Différentes tailles d'explants utilisées pour I’évaluation de I’effet de la taille sur la
multiplication des pousses de 1’artichaut.

4-4- Effet de la durée de culture sur le bourgeonnement
Afin d’évaluer I’effet de la durée de culture des pousses sur le bourgeonnement et de

déterminer la durée optimale d’une génération, des pousses de la 8™ génération ont été mises
en culture sur le milieu de multiplication en présence de I’ANA et la kin a raison de quatre
explants par bocal. Le nombre de pousses par explant a été noté apres 3, 4, 5, 6 et 7 semaines

de culture. Trente pousses ont été utilisées pour chaque essai avec trois répétitions.

5- Elongation des pousses multipliées
Pour évaluer I’effet du passage des pousses par une étape d’élongation sur la réussite de

I’enracinement, nous avons testé deux milieux de culture a savoir le milieu MS et le milieu
MS modifié décrit par Tavazza et al. (2004) (tableau 16). Comme régulateurs de croissance,
nous avons choisi la combinaison de 0,5 mg/l de la kinétine, 0,1 mg/l de I’AIB et 0,01 mg/l de
6-(y,y-diméthylallylamino) purine (2iP) (milieu d’élongation adopté par le laboratoire de
biotechnologie a ’ENEA en Italie). Le pH a été ajusté a 5,7 pour le milieu MS et a 5,8 pour le
milieu MS modifié. Les pousses utilisées proviennent du milieu de multiplication précédent
dont la longueur initiale moyenne était de 1,42 cm pour celles sur milieu MS et 1,9 cm pour
celles sur milieu MS modifié. Un suivi journalier de 1’évolution de la taille a ét¢ mené afin de

déduire la durée nécessaire pour cette étape ainsi que le milieu convenable.

6- Enracinement des vitroplants
L’enracinement représente toujours une étape critique dans la micropropagation de

’artichaut, cette espéce étant particuliérement récalcitrante a 1’enracinement. Dans le but de
résoudre ce probleme, nous avons testé plusieurs protocoles, en utilisant les pousses
provenant soit du milieu d’élongation (voir 6-1) ou directement du milieu de multiplication
(voir 6-2).

Une description détaillée, des différents milieux testés durant cette étape
d’enracinement, est indiquée dans le tableau 17. Aussi, ce tableau présente le rang de
subculture des pousses utilisées et leur origine. A tous ces milieux de culture, nous avons

additionné 10 mg/l de 1’acide ascorbique pour éviter 1’oxydation des explants.
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Tableau 17: Composition des milieux de culture testés pour 1’enracinement de nos pousses

Milieux _Sels_et PGR Autres composés Rang de Origine des
vitamines subculture pousses
Kin 0,05 mg/l G17 M. prolifération
*, ** -
ML | MS™VG ANA 0,5 mg/l
M2 MS + VG AIB 0,1 mg/I - G17 M. prolifération
M3 MS + VG ANA 2 n_wg/l i G17 M. prolifération
B-cyclodextrine 2g/l
M4 MS + VG ANA 2 mg/l G17 M. élongation
M5 MS modifié ANA 2 mg/l - G23 M. élongation
M6 MS modifié ANA 2 mg/l Charbon actif 2 g/l G23 M. élongation

*Milieu de Murashige et Skoog ; **Vitamines de Gamborg ; PGR : régulateurs de croissance

6-1- Enracinement sans passage par le milieu d’élongation
Nous avons utilisé les pousses de la 17°™ génération appartenant a Cynara cardunculus

var. scolymus L. accession Art 21, issues du milieu de multiplication avec une taille de 1 a
2 cm. Trois milieux de culture, dont la composition hormonale est inspirée de la littérature,
ont été utilisés dans cette partie pour tester leurs effets sur I’enracinement. La composition de
base de ces milieux inclut les sels de MS additionné de saccharose (20 g/l) et le phytagel
(0,3%). Le milieu 1 (M1) est supplémenté par 0,05 mg/l de la Kin et 0,5 mg/l de I’ANA, le
milieu 2 (M2) par 0,1 mg/l de I’AIB et le milieu 3 (M3) par 2 mg/l de ’ANA et 2 g/l de la -
cyclodextrine (tableau 17). Aprés six semaines de culture, nous avons noté le nombre de
racines apparues sur les pousses de chaque milieu ainsi que le développement des pousses.

6-2- Enracinement aprés passage par le milieu d’élongation
Afin d’améliorer le pourcentage de I’enracinement et de noter I’importance du passage

par une phase intermédiaire d’élongation, nous avons utilisé les pousses appartenant a Cynara
cardunculus var. scolymus L. accession Art21, provenant du milieu d’élongation MS modifié
(ME2) et ayant atteint une taille de plus de 3 cm. Ces pousses ont été cultivées sur les milieux
d’enracinement M4, M5 et M6 (tableau 17). Ces trois milieux contiennent tous 2 mg/l de
I’ANA qui a donné des résultats positifs pour I’enracinement de nos pousses au niveau des
essais précédents, mais différent par leur composition de base : le milieu 4 (M4) contient les
sels de MS et les vitamines de Gamborg, tandis que la composition des milieux 5 (M5) et 6
(M6) est celle décrite par Tavazza et al. (2004). Au milieu 6 (M6), nous avons ajouté le
charbon actif ayant un effet positif sur I’enracinement, tant de points de vue quantitatif et
qualitatif. Pour cette partie également, nous avons noté le nombre de racines apparues sur

chaque milieu ainsi que le développement des pousses apres 6 semaines de culture.
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7- Acclimatation
Apres six semaines dans le milieu d'enracinement, les vitroplantes ont été transférés en

conditions de croissance ex vitro en chambre de culture. Avant la transplantation, les plantes
enracinées ont été retirées de la gélose et les racines ont été lavées soigneusement avec de
I'eau du robinet pour se débarrasser de la gélose. Par la suite, les feuilles mortes ont été
retirées et les plantes transplantées dans le substrat. Deux substrats ont été testés dans cette

étape a savoir : la tourbe seule ou bien un mélange de moitié tourbe et moitié perlite.

Les plantes ont été cultivées dans des plateaux (= 5 cm de hauteur) avec 30 mottes ou
bien dans des pots individuels. L'artichaut a été acclimaté dans des conditions de la chambre
de culture avec une température d'environ 25 °C. Immédiatement apres le transfert des plantes
dans les plateaux, ces derniers ont été initialement placés dans une enceinte de verre a forte
hygrométrie et couverts pour deux semaines par du plastique transparent puis maintenus dans
un endroit moins éclairé pendant une semaine, afin de maintenir I'hnumidité de I'air élevée et
prévenir la photoinhibition, puisque l'intensité lumineuse dans des conditions ex vitro est
beaucoup plus élevée que dans les conditions de la culture in vitro. La couverture en plastique

est graduellement enlevée apres la premicre semaine d’acclimatation.

Un autre essai d’acclimatation a été réalisé en paralléle avec les pousses non enracinées
et qui ont passées plus de six semaines sur le milieu d’enracinement. Ces pousses ont suivi la

méme démarche de ’acclimatation que celles enracinées décrite précédemment.

8- Parameétres observés et analyse statistique
Chaque étape de la culture in vitro de Cynara cardunculus var. scolymus a porté sur le

suivie d’un certain nombre de paramétres ; pour la multiplication, les données ont porté sur le
nombre de nouvelles pousses formées/explant primaire (pousses utilisables pour la
multiplication) et le pourcentage de survie (reprise) des pousses apres quatre semaines. Alors
que pour I’élongation, le paramétre que nous avons observeé était la taille des pousses. Quant a
I’enracinement et aprés six semaines de culture, nous avons observé quatre parameétres : le
pourcentage de pousses enracinées, le nombre de racines/plante enracinées, la longueur de la
racine la plus longue et I’importance du cal a la base des pousses. Au cours de 1’acclimatation,
nous avons suivi, comme parametre de 1’évaluation de cette étape, la survie des vitroplants

dans les deux substrats.
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L'analyse statistique des données a été realisée en utilisant une analyse de variance
(Anova) et les différences entre les moyens ont été comparées en utilisant le test de Duncan
au seuil de probabilité de 5% (Duncan, 1955).
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I1- Résultats
Les résultats obtenus a partir des études sur la décapitation, 1’effet de la taille, la durée

de culture et la densit¢ des explants sur le taux de multiplication, 1’¢longation et
I’enracinement de Cynara cardunculus var. scolymus accession Art21 sont présentés dans

cette partie.

1- Etablissement de la culture
Les graines désinfectées ont produit des plantules normales sur le milieu de

germination. Apres six semaines de culture sur le milieu d’établissement contenant 1’acide
indole butyrique (AIB) et I’acide gibbérellique (AGs3), ces plantules ont atteint plus de 8 cm
de hauteur et ont développé un nombre de feuilles allant de 10 a 13 avec un systeme racinaire
bien évolué (Figure 35). Ces plantules ont été la source des explants primaires de la phase de

multiplication.

Figure 35 : plantule issue de Figure 36 Parties centrales décapitées de
la  graine sur  milieu plantules issues de graines sur milieu de
d’établissement; AIB 1 mg/l ; prolifération, ANA 0,1 mg.I"/Kin 1 mg.I"*;
AG; 0,1 mg/l =28 jours =7 jours

2- Prolifération
Afin d'évaluer I'influence de certains parameétres sur le taux de multiplication et sur la

croissance des pousses au cours du temps, le nombre de pousses régénérées durant les douze

générations en phase de prolifération et le survi des pousses ont été controlés.

2-1- Décapitation et amélioration du taux de multiplication
Dans le but de hausser le taux de multiplication in vitro de I’artichaut et vu son effet

positif sur le bourgeonnement, nous avons tenté la décapitation de plantules d’artichaut.

% Age des explants sur le milieu de culture
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Dans cette étape, nous avons utilisé des plantules issues de la germination des graines
(Figure 35). Ces plantules, apres leur développement sur le milieu d’établissement, ont subi
une ‘décapitation’ qui consiste en I’enlévement de leurs feuilles et leurs racines ainsi que la
partie apicale. Les explants une fois décapités (Figure 36) sont transférés sur le milieu de

multiplication en présence de la kinétine et 1’acide naphtaléne acétique.

Les explants d’artichaut, décapités et cultivés sur le milieu de multiplication, ont montré
un bourgeonnement trés important. La décapitation de ces explants nous a permis
d’enregistrer un nombre moyen de pousses par explant exceptionnel de 17 lors de la

géneration Gy (tableau 18, Figure 37).

- - T

Figure 37 : Induction des pousses axillaires de ’artichaut sur le milieu de prolifération
contenant 1 mg/l de la kin et 0,1 mg/l de I’ANA, 6 semaines apres la subculture
(barre=1,5 cm)

Les subcultures suivantes (G1 a G11) ont été réalisées avec des pousses sans
I'enlévement des bourgeons apicaux et les feuilles (Figure 38). En conséquence, le nombre de
pousses était considérablement plus faible que la génération GO décapitée (tableau 18).

Un changement imprévu dans les conditions de culture a provoqué une nette baisse du
nombre moyen des pousses néoformées par explant au cours de la deuxiéme et la troisieme

génération. Ces conditions ont concerné deux parametres a savoir :

- Pintensité lumineuse : qui est passée de 20 pE.m™2.s™ (en GO et G1) 4 40 uE.m™.s™ (en G2 et
G3);

- le nombre d’explants par bocal de culture : qui est passé de 3-4 explants (en GO et G1) a 6-7

explants (en G2 et G3) par milieu de culture.
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La rectification de ce changement et le retour aux conditions du départ (c.-a-d.. intensité
de 20 pE.m?stet densité de quatre explants par bocal) ont augmenté le taux de

multiplication de 2,8 a plus de 5 pousses/explant.

Tableau 18: Nombre moyen de pousses par explant d’artichaut enregistré durant les 12
génerations consécutives sur le milieu de prolifération.

Numeéro de| Nombre moyen de Taux de multiplication
générations pousses par explant cumulé durant 12
générations

GO 178+ 5,50

Gl 6,57+ 1,52

G2 2,88+ 0,97

G3 2,339+ 0,52

G4 5% + 1,09

G5 7,33°+1,75

G6 6,33°+1,21 796

G7 7,5°+1,52

G8 9,5°+ 2,07

G9 7,66°+ 1,86

G10 9,33°+ 2,50

G11 9,33°+ 2,42

Les moyennes, suivies par la méme lettre, ne différent pas statistiquement entre elles selon le test de Duncan (p=0,05).

Figure 38 : (a) Pousses de la génération (GO) de I’artichaut accession Art21 développées sur
le milieu de prolifération ; (b) Touffe de la génération (G1) aprés quatre semaines de culture
de la pousse entourée en (a) utilisée comme explant pour la multiplication (barre=1 cm)

2-2- Effet de la densité d’explants sur le bourgeonnement
L’¢tude de D’effet de la densité des explants sur le bourgeonnement, c'est-a-dire le

nombre d’explants par milieu de culture, a été réalisée sur quatre densités différentes (3, 4, 6
et 7 explants/bocal de 132 cm?). L’analyse des résultats de la figure 39 a montré qu’il y a un
effet hautement significatif du nombre d’explants par unité de surface du milieu sur le
bourgeonnement, cela indique que la densité d'explants a un réle certain dans la prolifération

des pousses de l'artichaut. La réduction de cette densité, de 6-7 & 3-4 explants par 132 cm? de
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surface de culture, a augmenté le taux de multiplication de 2,33 a 6,57 pousses néoformées
(figure 39). Les densités, de trois et quatre explants par unité de surface, ont montré une
meilleure prolifération des pousses. Cette faible densité est en faveur d'une meilleure nutrition
des explants et une diminution de la concentration d'exsudats de pousses. Une chute
significative du pourcentage de survie de pousses a été enregistrée pour les densités de 6 et 7
explants par unité de surface de culture, 90 % et 81,5 % respectivement. Cela signifie que les
densités des explants de 3 a 6 pousses par unité¢ de surface n’influent pas de maniére notable

sur la viabilité des pousses mais plutét sur le bourgeonnement (figure 40).

a a
i b
| - C

3 4 6 7

Densités des explants

O R, N W Hh 01 O N O O
1

nombre de pousses par explant

Figure 39: Effet de la densité des explants sur la prolifération de bourgeons axillaires chez

l'artichaut.
Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan (p=0,05).
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Figure 40: Effet de la densité des explants sur le pourcentage de survie des explants chez

I'artichaut.
Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan (p=0,05).
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2-3- Effet de la taille de I'explant sur le bourgeonnement
L’effet de la taille d'explants sur la régénération des plantes a été établi par la culture

d’explants de tailles différentes sur le milieu de prolifération (EI Boullani et al., 2013). La
taille initiale des explants affecte le taux de régénération et des différences tres hautement
significatives ont été notées sur le nombre de bourgeons axillaires en réponse a la différence
de taille. Seulement 1,06 pousse ont €té produites pour la catégorie de taille <1 cm, dont
26,6 % sont devenues nécrotiques apres deux semaines de culture, mais la régénération des
pousses était significativement supérieure pour les tailles de 1-1,5 cm et 1,5-2 cm avec 7,73 et
7,30 pousses par explant respectivement (figure 41). En revanche, seules 2,76 pousses ont été
obtenues pour la catégorie de taille > 2 cm, probablement en raison de la dominance apicale
qui inhibe la formation de bourgeons adventifs. Le pourcentage de survie des pousses a été
significativement affecté par la taille initiale des explants sachant qu’avec une taille inférieure

a 1 cm nous avons noté une diminution de 26,6 % de ce pourcentage (figure 42).

10 -
e
g
(7] 8 -
D
a
> -
2 &°
v o
X -
e o
o]
E 21
o
z
0
1<T<15 15<T<2
Tailles de explants

Figure 41: Effet de la taille initiale des explants sur la prolifération des pousses de I’artichaut.
Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan (p=0,05).
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Figure 42: Effet de la taille initiale des explants sur le pourcentage de survie des explants de

’artichaut.
Les moyennes suivies par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Duncan (p=0,05).
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2-4- Effet de la durée de culture sur le bourgeonnement
La détermination de la durée optimale, pour l’obtention du meilleur taux de

multiplication de I’artichaut, a été le but de cette expérience au niveau de laquelle nous avons
compté le nombre de pousses nouvellement formées apres 3, 4, 5, 6 et 7 semaines de culture
en milieu de prolifération. D’aprés les résultats représentés dans le tableau 18, nous avons
noté I’existence de différences trés hautement significatives entre les différentes durées, ce qui
montre que la durée de culture a un effet important sur le maintien des pousses en bon état
(Figure 43). Nous avons également noté que I’obtention du nombre le plus élevé de
bourgeons (7,47 pousses/explant) a nécessité une durée de culture de 4 semaines sur le milieu
de multiplication.

Nous avons remarqué qu’aprés 5 semaines de culture sur le méme milieu, les pousses
commencent a se nécroser et finissent par un flétrissement partiel ou complet de la touffe avec

parfois la vitrification des pousses ce qui explique la diminution du nombre de pousses au
6éme et la 7éme

bout de la semaine de culture (Figure 44 a, b).

Tableau 19: Nombre de pousses obtenues durant les différentes durées de culture sur milieu
de multiplication

Durée de culture | Nombre de pousses * Aspect des pousses
en semaines I’écart type néoformées
3 3,377+ 0,85 feuilles vertes
4 7,47% £ 1,04 feuilles vertes
5 7,23%+1,36 feuilles vertes
6 5,70° + 1,12 feuilles nécrosées et flétries
7 4,37°+ 0,93 feuilles nécrosées et flétries

Les moyennes, suivies par la méme lettre, ne différent pas statistiquement entre elles selon le test de Duncan
(p=0,05).

Figure 43 : Pousses de la 8™

prolifération

genération aprés 5 semaines de culture sur milieu de
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Figure 44 (a, b) : pousses de la 8™ génération aprés 7 semaines de culture sur milieu de
multiplication avec un effet de nécrose

3- Elongation des pousses multipliées
Pour faciliter la séparation des pousses et leur passage a I’enracinement, nous avons

essay¢ d’améliorer leur allongement. Pour cela, les pousses ont été mises en culture sur deux
milieux dont la composition en micro et macroéléments et vitamines était différente. Ces deux
milieux ont été supplémentés par la combinaison hormonale suivante : kin (0,5 mg/1), I’AIB
(0,1 mg/l) et le 2iP (0,01 mg/l).

Un contrdle continu des vitroplants et des mesures de leur allongement ont été effectués
chaque jour. Aprés deux semaines de la premiere introduction dans différents milieux
(tableau 20), les résultats obtenus ont montré que le meilleur milieu d’allongement est le
milieu MS modifié (ME2) avec une longueur des vitroplants qui a pu atteindre en moyenne
4,34 cm. Les pousses, développées sur ce milieu, ont présenté des feuilles de couleur vert
foncé avec un aspect vigoureux (Figure 45b). Alors que sur le milieu MS (ME1), les pousses

initiales ont développé d’autres pousses plutdt que de croitre en longueur (Figure 45a).

Le suivi journalier de 1’évolution de la taille nous a permis de déduire que deux
semaines sur ce deuxiéme milieu d’élongation sont suffisantes pour atteindre une taille

superieure a 4 cm et les pousses présentent un bon aspect pour passer a 1’enracinement.

L’analyse de la variance suivie du test de Duncan effectuée apres deux semaines de
culture dans les milieux d’élongation (p=0,05), révele un effet trés hautement significatif des

milieux testés sur I’élongation moyenne des vitroplants (tableau 20).

Pour ces raisons, nous avons décidé de retenir ce dernier milieu comme milieu

d’élongation a appliquer avant la phase d’enracinement.
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Tableau 20: Comparaison de 1’évolution des pousses sur deux milieux d’¢longation apres
deux semaines de culture.

Milieux Longueur initiale des Longueur de pousses
pousses (cm) apres 2 semaines (cm)
(moyenne £ ET) (moyenne £ ET)
MS (ME1) 1,9°+0,54 2,75°+0,70
MS modifié¢ (ME2) 1,42° £ 0,56 4,34*+0,98

Les résultats sont analysés par ’ANOVA suivie du test de Duncan (p=0,05). Deux lettres différentes dans la méme colonne
indiquent deux traitements significativement différents.

Figure 45 : Pousses développées sur les milieux d’élongation en présence de la kin (0,5 mg/l),
I’AIB (0,1 mg/l) et le 2iP (0,01 mg/l) ; (a) Pousses allongées sur milieu ME1 (J*=27 jours) ;
(b) Pousses allongées sur milieu ME2 (J*= 2 semaines).

4- Enracinement
La plante d’artichaut est connue par sa récalcitrance a la rhizogenése et c’est la phase de

I’enracinement qui a constitué un obstacle devant la réussite des protocoles de la culture in
vitro de cette espece. Nous avons mis en essai Six milieux d’enracinement, trois sans passage
par 1’étape d’élongation et trois autres avec passage par 1’élongation dont le dernier milieu a

été utilisé pour tester 1’effet du charbon actif.

4-1- Enracinement sans passage par le milieu d’élongation
Les données obtenues, en ce qui concerne I'effet des régulateurs de croissance : I'IBA

seul et 'ANA combiné a la kin ou a la B-cyclodextrine sur l'enracinement, sont présentées

dans le tableau 21.

*J : &ge des pousses sur le milieu d’élongation
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D’apreés ces résultats, nous avons noté qu’il n'y avait pas de réponse de I'enracinement
dans les milieux contenant I’'IBA (Figure 46a) et I’ANA avec une faible concentration de la
kin (Figure 46b). Nous avons constaté également que le meilleur enracinement a été obtenu
avec le milieu contenant 2 mg/l de I’ANA et 2 g/l de la B-cyclodextrine. Cependant, le taux
reste assez faible (7,81 %) (Tableau 21 ; Figure 46c).

Nous avons aussi remarqué que I’ANA stimule la callogenese plus que 1’AIB, surtout a
fortes concentrations (Figure 46¢). En fait, la formation des racines a été initiée sur le cal
développé a la base des pousses, ces racines sont faiblement attachées a ces derniéres, ce qui
facilite leur perte au moment de I’acclimatation. De plus, elles sont dures et facilement

cassantes.

Tableau 21: Comparaison de 1’enracinement des pousses de la 17%me génération sur trois
milieux différents aprés 4 semaines de culture.

Milieux M1 : MS + Kin 0,05 M2 : MS + M3 : MS + ANA
mg.I"/ ANA 0,5 mg.I* | AIB 0,1 mg/l 2 mg/l +2 g/l B-
cyclodextrine
Taille initiale moyenne 2,05 + 0,95 1,25° + 0,76 1,48+ 0,85
des pousses (cm)
Cal a la base des pousses + - +++
Taille moyenne des 4,15°+0, 34 1,52°+ 0,54 3,18°+0,44
pousses apres 4 semaines
Pourcentage - - 7,81%
d'enracinement
Nombre moyen de - - 3
racines par pousse

Les résultats sont analysés par I’ANOVA suivie du test de Duncan (p=0,05). Deux lettres différentes dans la méme ligne
indiquent deux traitements significativement différents.
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Figure 46 : Pousses sur les différents milieux d’enracinement aprés 4 semaines de culture. (a)
M1 : ANA 0,5 mg/l et Kin 0,05 mg/l ; (b) M2 : AIB 0,1 mg/l ; (c) M3 : ANA 2 mg/l et 2 g/l
B-cyclodextrine.

Nous avons egalement constaté que la présence d’une cytokinine a été traduite par un
bon développement des feuilles. Ainsi, dans le milieu M1 contenant la Kinétine, les pousses
arrivent a une taille de 4,15 cm (Figure 46b) au bout d’un seul mois, alors que le milieu
contenant I’AIB n’a pas favorisé la croissance des pousses, dont la taille moyenne n’a pas
dépassé 1,52 cm pour la méme période que les autres milieux (tableau 21, Figure 46a). En
fait, cette taille réduite a eu un impact négatif sur ’enracinement, vu que 1’étape de
I’enracinement de I’artichaut demande des pousses de taille supérieure a 4 cm pour assurer un

bon enracinement.

4-2- Enracinement apreés passage par le milieu d’élongation
Le tableau 22 présente une comparaison des résultats d’enracinement sur deux milieux

qui différent par leur composition du base en macro et microéléments et vitamines alors qu’ils
sont supplémentés par la méme auxine (2 mg/l de I’ANA). Les pousses utilisées proviennent
du milieu d’¢longation (ME2) et présentent un bon aspect avec une taille importante. Les
résultats, récapitulés dans ce tableau, montrent 1’effet positif du passage des pousses par une
étape d’élongation sur ’enracinement. Le taux d’enracinement a atteint avec cette procédure
58,33 % pour le milieu M4 et seulement 6,45 % pour le milieu M5. Mais le nombre des
racines par pousse enracinée reste cependant réduit, puisqu’il n’a pas dépassé la moyenne de
1,66 pour M4 et 1 pour M5, de méme pour la taille des racines au bout de six semaines et le
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nombre des racines secondaires par plante, dont les valeurs restent insatisfaisantes (Figure
47a et b).

Nous avons constaté que le passage des pousses par le milieu d’élongation a un effet
positif clair sur le pourcentage d’enracinement en milieu MS supplémenté de I’ANA a 2 mg/I
(M4), mais pas sur la qualité des racines formeées, car ces dernieres sont dures et fragiles et

demandent beaucoup de précaution lors de la manipulation.

En outre, et d’aprés les résultats des tableaux 21 et 22 nous avons remarqué que le
milieu MS supplémenté par les vitamines de Gamborg en présence de I’ANA stimule
fortement la formation de cal a la base des pousses a la différence du milieu MS modifié
(tableau 22).

L’analyse statistique des résultats a donné des différences treés hautement significatives
entre les deux milieux, et ce pour les différents paramétres étudiés. Les résultats restent
encore insatisfaisants tant pour le pourcentage d’enracinement que pour la qualité des racines

formées.

Tableau 22: Etude de ’enracinement sur le milieu MS et le milieu MS modifi¢ décrit par
Tavazza et al. (2004), contenant 2 mg/l de I’ANA aprés 6 semaines de culture.

Milieux M4 : MS +VG+ | M5 : MS modifié
2 mg/l ANA +2 mg/l ANA
Cal a la base des pousses +++ +
% d'enracinement 58,33 6,45°
Nombre moyen de racflnes par pousse 166°+ 1,06 15+ 0,00
enracinée
Taille moyenne de la racine la plus longue 27404114 5% + 1.0
(cm)
Nombre moyen de racines secondaires par 133 0
pousse

Les résultats sont analysés par I’ANOVA suivie du test de Duncan (p=0,05). Deux lettres différentes dans la méme ligne
indiquent deux traitements significativement différents.
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Figure 47 : vitroplants d’artichaut aprés 6 semaines sur le milieu MS (a) et sur milieu MS
modifié (b), contenant 2 mg/l de ’ANA

Afin d’améliorer la qualité des racines formées, nous avons eu recours a 1’ajout du
charbon actif au milieu MS modifié pour le comparer a celui sans charbon. Le tableau 23
présente une comparaison des résultats obtenus sur les deux milieux. D’apres ces résultats,
nous avons remarqué que 1’ajout du charbon actif a augmenté le taux d’enracinement par un
facteur de 4,5 (tableau 23). Cependant, le test statistique de Duncan n’a montré aucune
différence significative entre les deux traitements au seuil de 5% en ce qui concerne le
pourcentage d’enracinement. Les résultats de I’application du charbon actif, malgré leur
importance, restent faibles (29,03 %), ce qui est en fait normal vu la nature de la variété
utilisée.

Tableau 23: Etude de I’enracinement des pousses de la 23°™ génération sur le milieu de
Tavazza en absence et en présence du charbon actif (6 semaines).

Milieux M5 : MS modifié | M6 : MS modifié + 2 mg/I
+2 mg/l ANA ANA + charbon actif
Cal a la base des pousses + +
Pourcentage d'enracinement (%) 6,45°% 29,03
Nombre moyen de racines par pousse 1 1
enracinée
Nombre moyen de racines secondaires 0 2
Longueur moyenne de la racine la plus 5° + 1,20 12,5+ 3,01
longue (cm)

Les résultats sont analysés par I’ANOVA suivie du test de Duncan (p=0,05). Deux lettres différentes dans la méme ligne
indiquent deux traitements significativement différents.
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Figure 48 : Enracinement sur le milieu MS modifié (Tavazza et al., 2004) en présence du
charbon actif ; (a) taille des racines formées ; (b) importance du systéme racinaire développé
a la base du bocal (vue de dessous).

Le milieu additionné du charbon actif a engendré un développement important de
racines longues (>12 cm), fines et souples (Figure 48 a et b). L’ajout du charbon actif rend le
milieu opaque, imitant ainsi les conditions du sol ou évoluent normalement les racines, ce qui

explique le fort développement des racines aprés 1’ajout de ce produit.

Plusieurs milieux tirés de la littérature ont été essayés pour réussir I’enracinement de
I’artichaut. Le tableau 24 résume les différents types de substances testées, les conditions de
culture ainsi que les résultats obtenus. Les pousses utilisées pour ces expériences dérivent des
rangs de subculture inférieure au 15°™. L’absence de réponse & I’enracinement, observé pour
tous les milieux, confirme les hypothéses de I’effet du rang de la subculture et celui du
génotype sur la réussite de tels protocoles chez I’artichaut, sachant que ces protocoles ont
donné jusqu’a 100 % d’enracinement pour d’autres cultivars d’artichaut (Dridi, 2003)

(tableau 24).
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Tableau 24: Apergu sur les essais d’enracinement non concluants effectué sur des pousses du

rang inférieur au 15°™,

Essais

Origine des
pousses

Milieux
d’enracinement

Références

Durée de culture

Résultats
enracinement

Milieu de
multiplication

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
- 2 g/l B-cyclodextrine
-2 mg/l ANA

Dridi (2003)

6 semaines

7,7%

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
- 2 g/l B-cyclodextrine,
-2 mg/l ANA

Dridi (2003)

1 semaine suivie par
5 semaines sur milieu
sans hormones.

0%

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
- 10 mg/l AIA

Morone Fortunato
et al. (2005)

6 semaines

0%

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
-30 uM Riboflavine
-1 mg/l AIB

Dridi (2003)

1 semaine a
I’obscurité suivie de 5
semaines a la lumiére
(16h)

0%

4 semaines sur
milieu sans
hormones

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
- 10 mg/l AIA

Morone Fortunato
et al. (2005)

1 semaine suivie par
5 semaines sur milieu
sans hormones.

0%
Cal : +++

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
-2 mg/l AIA

6 semaines

0%
Cal : +

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
- 0,4 mg/l ANA

-5 mg/l GA3

Pécaut et Martin
(1993)
Morzadec et
Hourmant (1997)

6 semaines

0%

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
-3 mg/l ANA,

- 2 g/l B-cyclodextrine

Brutti et al. (2000),
(2002)
Apostolo et al.
(2005)

1 semaine suivie par
5 semaines sur milieu
sans hormones.

0%
Cal ; +++

10

11

Milieu
d’élongation

-MS + VG

-20 g/l saccharose

-10 mg/l A. ascorbique
- NAA 2 mg/l

Ancora et al.
(1981)

4 semaines

0%
Cal : +

- MS/2 + VMS
- 2 g/l B-cyclodextrine,
- 2 mg/l ANA

Dridi (2003)

6 semaines

0%
Cal : ++

- MS + VMS*
- 20 g/l Saccharose
- 2 g/l B-cyclodextrine,

Dridi (2003)

6 semaines

0%
Cal : ++
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-2 mg/l ANA

*: Vitamines de Murashig et Skoog

En plus de ce qui est mentionné au niveau du tableau 24, d’autres parametres que la
composition des milieux de culture, tels que I’effet de la lumiére, ont été essayés mais sans

résultats positifs sur I’enracinement de notre accession Art21.

5- Acclimatation
La méthode d’acclimatation appliquée dans notre étude, pour les pousses enracinées ou

non, n’a pas donné de résultats satisfaisants. En effet, les vitroplants meurent une semaine a
dix jours apres leur transplantation, et ce dans les deux substrats testés (tourbe et/ou tourbe
avec perlite en proportion égale). On remarque un affaiblissement du vitroplant qui se flétrit
progressivement avant de mourir. La Figure 49 représente la seule pousse enracinée qui a

réussi la phase d’acclimatation.

Figure 49 : Pousse apres un mois
d’acclimatation dans la tourbe.
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I11- Discussion
Pour trouver une application a grande échelle, les protocoles de multiplication doivent

étre fiables, simples et reproductibles. Ils doivent atteindre deux objectifs majeurs: la
conformité des plants produits par rapport aux pieds mere et un taux de multiplication élevé
de maniere a étre economiquement rentables. En ce qui concerne Cynara cardunculus var.
scolymus L., les données bibliographiques montrent que le nombre de pousses régénérées,

quel gue soit le type d’explant et la technique utilisée, reste assez faible.

Les premiers travaux, sur la culture de tissus de I’artichaut, ont €té principalement
initiés a partir de méristémes afin de permettre la production et la multiplication de plantes
indemnes de virus (Ancora et al., 1981 ; Pecaut et al., 1983). Toutefois, les difficultés de
désinfection et de disponibilité des méristemes ont incité certains chercheurs a utiliser des
semences pour I’initiation de la culture (Lauzer et vieth, 1990, Benoit et Ducreux, 1981 ;
Bigot et Foury, 1984).

Dans ce travail, l'accent a été mis sur I’amélioration du taux de multiplication par
bourgeonnement des pousses et de son suivi en fonction du nombre de générations et,
particuliérement des générations qui avoisinent la 9°™ et la 10°™ qui s’apprétent micux a
I’étape de la rhizogenése (Dridi, 2003). Nous avons procédé par I’initiation de la culture a
partir des graines dépourvues de téguments ; une germination rapide et efficace de graines et
leur évolution en plantules ont permis la réalisation des expériences de la multiplication et
d'enracinement. La prolifération de vitroplants d’artichaut a été réalisée sur le milieu MS en
présence de I’ANA et la kinétine. Un suivi de la multiplication par bourgeonnement a ¢été
effectué¢ sur la partie centrale de vitroplants d’artichaut décapités et débarrassés de leurs
racines et leurs feuilles et sur les nouvelles pousses isolées a partir des touffes nouvellement

formées.

La décapitation, c'est-a-dire la suppression des bourgeons apicaux, les feuilles et les
racines de jeunes plants, a été tres efficace pour produire des pousses multiples, comme en
témoigne la production de 17 bourgeons en moyenne par plante a la génération Go. Ainsi, la
dominance apicale du bourgeon terminal a été brisée et les bourgeons axillaires des feuilles
ont été développes en nouvelles pousses, probablement parce que la production d'auxine dans
I’apex des pousses inhibe 1'excroissance de bourgeons axillaires (Thimann et Skoog, 1933).
L'importance de la préparation des explants, pour la production des pousses axillaires, a été

également signalée pour le poivre (Sanatombi et Sharma, 2007).
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Le milieu MS de prolifération, que nous avons utilisé, a été supplémenté par la kin et
une faible concentration de I’ANA comme régulateurs de croissance. L'importance de la kin a
induire la formation de bourgeons a été signalée pour 1’artichaut par de nombreux chercheurs
(Ancora et al., 1981 ; Bigot et Foury, 1984 ; Lauzer et Vieth, 1990 ; Pécaut et Martin, 1993 ;
Morzadec et Hourmant, 1997 ; Brutti et al., 2000 ; Tavazza et al., 2004 ; Apostolo et al.,
2005 ; Schneider, 2005 ; Bekheet, 2007).

Normalement, les milieux utilisés pour la micropropagation de I’artichaut contiennent
les macroéléments de base de MS, toutefois des concentrations modifiées ont souvent été
utilisées. Pour la micropropagation de I’artichaut, Rossi et De Paoli (1992) ont réduit de
moitié tout le contenu en macroéléments et Brutti et al. (2000) ont réduit de moitié seulement
les concentrations de KNO3 et NH4NO;3. La composition en macro et microéléments joue un
role essentiel dans la qualité des pousses développées in vitro (Tavazza et al., 2004). Ces
derniers auteurs et afin d’avoir des pousses de meilleure qualité utiliserent un rapport
ammonium/nitrate modifié. Sur notre milieu contenant a la fois les sels de MS et les vitamines
de Gamborg, les pousses ont montré une prolifération importante et un développement normal

sans apparition de cal a la base des pousses ni de structures vitrifiées.

En outre, des études antérieures (Ancora et al., 1981 ; Pécaut et al., 1983 ; Rossi et De
Paoli, 1992 ; Castiglione et al., 2007) ont montré que de faibles concentrations de régulateurs
de croissance ont amélioré la qualité des explants, tandis que des concentrations plus élevées
ont provoqué une augmentation de I’hyperhydricité et le brunissement des pousses. Des
milieux de culture avec de faibles concentrations de régulateurs de croissance ont été utilisés
durant les phases d’établissement et la prolifération de ce protocole afin d'éviter de tels effets

négatifs.

Le taux de multiplication de 7,56 pousses/explant/subculture, obtenu dans ce travail, est
considéré trés important pour cette espece. Des taux de multiplication différents ont été déja
rapportés pour d’autres cultivars d’artichaut, mais restent moins importants que celui que nous
avons obtenu. Un taux de multiplication de 4,5 a été obtenu par Ancora et al. (1981) a partir
de pousses du cultivar de printemps ‘Romanesco’ apres 3 semaines de culture sur milieu MS
de base supplémenté avec 5 mg/l de kin et 0,5 mg/l de I'AIA. Pour le cultivar d'automne
d’artichaut ‘Violet de Provence', Elia et al. (2007) ont obtenu un taux de multiplication
maximale de 4,5 dans un milieu de prolifération des pousses présentant une faible

concentration de cytokinine combinée a I'auxine avec un faible rapport cytokinine/auxine.
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Pour le cultivar ‘Nobre-UPF', Augustin et al. (2006) ont rapporté un taux de
multiplication de 2,7 en cultivant des apex sur MS + 0,5 mg/l de kin et 0,1 mg/l de I’AIB.
Pour ce méme cultivar d'artichaut, Grando et al. (2009) ont évalué 8 milieux de multiplication
combinant 4 concentrations de BAP (0,05; 0,1; 0,2 ; 0,4 mg/l) et d’ANA (0 et 0,1 mg/l) et
obtenu de faibles taux de multiplication variables de 1,88 a 2,23. En évaluant I’effet de
différents régulateurs de croissance (kinétine, BAP, 2ip) et de sulfate d'adénine dans la
multiplication du cultivar précoce francais d'artichaut, Brutti et al. (2000) ont obtenu un taux
de multiplication de 5:1 en utilisant 2,0 mg/l de BAP seule. Cependant, avec cette
concentration, la longueur des pousses a été réduite (0,57 cm). Tavazza et al. (2004) a
également obtenu un bon taux de prolifération de ‘Spinoso sardo’ avec des pousses de bonne
qualité, en combinant une cytokinine (2 mg/l de kinétine) et lI'auxine (0,1 mg/l AIB) dans un
milieu présentant une réduction de l'azote sous forme de I'ammonium accompagné d'une

augmentation de nitrate.

En comparant ces données avec le présent travail, on peut conclure que 1 mg/l de la kin
associé avec 0,1 mg/l d'ANA permet de trouver une balance cytokinine/auxine convenable
pour la multiplication de I’accession Art21 d'artichaut. En plus, les pousses etaient
vigoureuses et présentant un aspect normal, ce qui suggére que la combinaison de la kin avec
I’ANA semble étre intéressante afin de favoriser la prolifération des pousses. Conformément a
Schneider (2005), une concentration égale de la kin combinée a I’ANA est la plus
recommandée pour la prolifération des pousses qui seront utilisées par la suite dans

I’enracinement.

Dans notre cas, lPaugmentation du taux de multiplication a plus de 7
pousses/explant/subculture de quatre semaines, résulterait de 1’action combinée des
phytohormones et des suppléments présents dans le milieu a savoir le sulfate d’adénine et le
phosphate monosodique. Le sulfate d’adénine joue un réle important dans I’organogénése. En
synergie avec une cytokinine (kin ou BAP), il stimule la croissance des cellules et favorise la
formation des tiges (Raha et Roy, 2001 ; Daudet et al., 2011). Nos résultats sur l'ajout de
phosphate monosodique et le sulfate d'adénine au cours de la phase de prolifération sont
coherents avec ceux de Lauzer et Vieth (1990), qui ont démontré I'effet positif de ces deux
composés sur le bourgeonnement. L’utilisation de ces composés, au cours de la phase de
prolifération, a été mentionnée également par d’autres auteurs pour [’artichaut (Bigot et
Foury, 1984 ; Pecaut et Martin, 1993 ; Morzadec et Hourmant, 1997 ; Brutti et al., 2000) et
pour d’autres espéces tels que Jatropha curcas L. (Medza Mve et al., 2010). Tandis que chez
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Vitis, la combinaison du sulfate d’adénine a la BAP a déprimé la multiplication des pousses
(Chee et Pool, 1985).

Durant la deuxieme et la troisiéme génération, nous avons noté une diminution du
nombre moyen de pousses par explant (tableau 18), cette diminution a été liée a un
changement imprévu dans I’intensité lumineuse qui est passée de 20 a 40 uE.m'Z.s'l. D’apres
ces résultats, nous pouvons dire qu'une forte luminosité affecte le taux de multiplication de
notre accession Art21, sachant que le rétablissement des bonnes conditions (intensité de 20
nE.m?2.s™) a doublé le taux de multiplication en réduisant le brunissement des pousses. Les
travaux antérieurs sur 1’artichaut et qui ont utilisé de fortes intensités lumineuses sont arrivés
a des taux de multiplication moins importants. Citant par exemple Dridi, (2003) qui a obtenu
un taux de 4,5 avec une intensité de 45 pmol.m™?.s™ et récemment Bedini et al., (2012) n’ont

pas dépassé une moyenne de 5 pousses par explant sous une intensité de 70 uM.m2.s™.

Le taux a été également amélioré en réduisant la densité des explants par unité de
surface (3 & 4 explants/132 cm?) et en utilisant des explants de taille supérieure & 1cm. Bien
que, facile a tester et simple a appliquer, I'effet de la taille et de la densité des explants sur la
multiplication in vitro de l'artichaut a été totalement ignoré dans les travaux précédents. Dans
la majorité des études, I'attention s'est focalisée sur I'optimisation des hormones et 1’état des

milieux.

Nos résultats montrent que I'augmentation du nombre de pousses par surface de culture
réduit le nombre de bourgeonnements. C'est probablement a cause de la compétition pour les
nutriments entre les pousses. Une faible densité est donc en faveur d'une meilleure nutrition
des explants et une diminution de la concentration exsudats de bourgeons. Ces résultats sur
I’artichaut sont cohérents avec ceux sur le peuplier, ou Chun et al. (1986) ont montré que le
nombre de pousses cultivees par récipient de culture a une influence significative sur la
prolifération des pousses. Par ailleurs, Monette (1983) a signalé qu'il est concevable que la
surface disponible pour la culture puisse, dans une certaine mesure, réguler le nombre de
bourgeons axillaires qui peuvent se développer. D'apres les résultats de ce travail, les densités
de trois et quatre explants, par bocal de culture, donnent des résultats similaires, mais en
tenant compte de I'aspect commercial, une densité de quatre explants reste la meilleure pour
réduire le colt de production. Hamad et Taha (2009) ont montré que le colt de production de
pousses in vitro de I'ananas pourrait étre réduit de moitié par 1’adoption d’une densité de 3

pousses au lieu d’une pousse par la méme surface de culture.
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L'effet de la hauteur des pousses, sur l'efficacité de la culture de l'artichaut, n'a pas
encore été rapporté. Peu d'études, sur l'effet de la taille de I'explant sur la formation des
pousses, ont été publiées pour d’autres especes ; gerbera (Nhut et al., 2007), le cédre (Renau-
Morata et al., 2005). Dans la présente étude, les explants de 1 a 1,5 cm de hauteur ont entrainé
une meilleure prolifération des pousses. Pour Smith (2000), la taille des explants a un effet sur
la réponse du tissu. Ceci a été renforcé par Renau-Morata et al. (2005) qui ont expliqués que
la taille d'explants est un facteur important qui influe sur la prolifération des bourgeons
axillaires en culture in vitro. Les explants de grandes tailles contiennent probablement plus de
réserves en éléments nutritifs et en régulateurs de croissance endogénes pour soutenir la
culture (Smith, 2000). George et al. (2008) ont également confirmé que les grands explants
survivent mieux et croissent plus rapidement deés le début que ceux de petite taille. Il existe
une corrélation entre la taille de I'explant et I'age, dans ce sens, Nhut et al. (2007) ont rapporté
que comme l'age des bourgeons de gerbera augmente, la capacité de régénération augmente
significativement. Les chercheurs ont cité que non seulement I'état physiologique qui différe
entre les bourgeons, mais la taille a probablement joué un certain réle, parce que les grands
tissus ont plus de réserves en éléments nutritifs, ce qui peut promouvoir le développement de

pousses.

A tous les facteurs cités précédemment, qui ont un apport direct sur la prolifération des
pousses chez I’artichaut, s’ajoute la durée d’une génération qui a montré un effet direct sur le
maintien du taux de multiplication durant toutes les générations. De toutes les cing durées
testées (3, 4, 5, 6 et 7 semaines de culture), une culture de quatre semaines sur le milieu de
prolifération apparait la plus efficace en termes de qualité et quantité de pousses régénérées
(7,47), sachant qu’un prolongement de cette durée provoque la diminution du taux de
prolifération suite a la nécrose des pousses néoformées (4,37) (tableau 19). La durée de
culture sur le milieu de prolifération est donc un facteur tres important, chose qui est
confirmée par Zurinsky et al. (1994) qui ont noté que le taux de multiplication des pousses de
Pontederia cordata a diminué considérablement lorsque l'intervalle entre les subcultures a
dépassé 28 jours. Les explants d’artichaut sécrétent des composés phénoliques qui altérent le
milieu de culture et la qualité des pousses. En effet, le respect d’une durée de quatre semaines
sur milieu de culture influe directement sur le temps nécessaire pour la production de
vitroplants d’artichaut et également sur le taux de multiplication. Une durée fixe de
production de vitroplants permet la maitrise du cycle de culture nécessaire pour achever une

telle production et permet également la mise en disposition des agriculteurs d’un matériel de
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propagation a tout moment de 1’année pour une production économiquement rentable. Dans
ce sens et d’aprés nos résultats, nous pouvons ajouté que 1’allongement de la durée de culture
pour des raisons de conservation du matériel végétal de I’artichaut sur milieu de culture est
non recommandé¢ suite a I’énorme travail que demande le transfert des pousses vers un milieu
neuf et I’enlévement des parties brunes qui sont a I’origine de I’altération du milieu de
culture, d’ou la recommandation de I’utilisation de la technique de cryoconservation (voir
chapitre suivant). Nous avons cerné le temps de génération qui se limite a quatre semaines

réduisant ainsi le coQt de production.

Dans le but d’améliorer le taux d’enracinement, nous avons effectué un passage par une
¢tape d’¢longation afin d’avoir des pousses de taille importante capables de réussir
I’enracinement. Le travail de Lahlimi-Alami et al., (2001), sur le kiwi (Actinidia chinensis), a
montré qu’un passage sur milieu d’élongation (MS + BAP a 3 mg/l + saccharose a 20 g/l) a
été nécessaire suite a la taille réduite et le caractére juvénile des explants développés sur le

milieu de multiplication avant d’entamer I’enracinement.

Dans ce travail, la culture de pousses sur le milieu MS modifié (ME2) (tableau 20,
Figure 45b) a ameélioré non seulement la croissance des pousses, mais aussi leur qualité, alors
que le milieu MS (MEL) a favorisé plutdt la prolifération de nouveaux bourgeons axillaires au
lieu de 1’¢longation des pousses. Nos résultats obtenus avec le milieu MS sont partiellement
similaires a ceux obtenus par Ordas et al. (1990), qui ont obtenu une élongation associée a
une prolifération des pousses en adoptant la combinaison AIB (0,5 mg/l)/BAP (0,5 mg/l).
Alors que Grando et al., (2011), en utilisant également le milieu MS sans régulateur de
croissance, ont obtenu des pousses de 5 a 6 cm de longueurs, de bonne qualité et ayant des

feuilles de couleur vert foncé.

D’aprés Margara (1989), le milieu de Murashige et Skoog est caractérisé principalement
par une trés forte teneur en azote dont le tiers est apporté sous forme réduite (ions NH4+) et
une concentration élevée en potassium (K+). Ces deux composants interviennent fortement
dans le développement des plantes. En outre, 1’azote est 1’élément minéral qui favorise le
développement végétatif, tandis que le potassium favorise la division cellulaire. Ceci explique
la capacité de certaines espéces a se développer et a s’allonger apres le repiquage dans un
milieu MS sans hormone comme le cas d 'Aristolochia longa L. Au contraire, nos résultats ont

montré que I’utilisation du milieu MS modifi¢ (ME2), présentant une réduction de la
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concentration en azote sous forme d'ammonium, semble étre appropriée pour une bonne

évolution des pousses de notre cultivar avant d’entamer la rhizogenése.

Pour quelques especes et selon Cornu et Boulay, (1986), 1’élongation et 1’enracinement
prennent place sur le méme milieu (Peuplier, Saule, Tremble). Egalement, les travaux de
Quoirin et al. (1974) et Druart et al. (1983) ont montré que, dans de nombreux cas, il suffit de
laisser grandir suffisamment les plantules sur le milieu de multiplication avant de les faire
passer en enracinement, chose qui n’est pas adéquate pour nos pousses, car un prolongement
de la durée de culture sur le milieu de multiplication provoque la nécrose des pousses et par la
suite, la diminution du taux de multiplication. Dans notre cas, le passage par un milieu
d’¢longation (MS modifié + kin 0,5 mg/l + AIB 0,1 mg/l + 2iP 0,01 mg/l) a donc été
nécessaire. Le critére d’élongation retenu est la taille de la pousse. Aprés deux semaines de
culture sur milieu d’élongation, les pousses deviennent prétes a étre transférées sur le milieu

d’enracinement.

En ce qui concerne le processus d'enracinement, I’artichaut a toujours présenté des
difficultés d’enracinement in vitro comme le montrent des travaux intéressants consacrés a la
récalcitrance de sa rhizogenese (Ancora et al., 1981 ; Morzadec et Hourmant, 1997 ; Dridi
2003 ; Morone Fortunato et al., 2005 ; Apostolo et al., 2005...). Plusieurs milieux tirés de la
littérature ont été essayés pour réussir la phase d’enracinement et a travers les différents essais

que nous avons effectués, nous avons été confrontés a ces difficultés d’enracinement.

Notre étude, de cette étape de culture, a été effectuée sur des pousses avec et sans
passage par un milieu d’élongation. Dans un premier temps, une expérience avec trois milieux
dont la composition hormonale était différente et des pousses issues du milieu de
multiplication a été effectuée. Durant cette phase d’enracinement, nous avons noté une bonne
évolution des pousses sur le milieu contenant la combinaison ANA 0,5 mg.I™* /kin 0,05 mg.I™*
et le milieu contenant 2 mg/l de I’ANA avec 2 g/l de la B-cyclodextrine. Pour ce dernier
milieu, I’évolution en taille a été accompagnée par un faible pourcentage d’enracinement qui
n’a pas dépassé 8 %, alors qu’aucun enracinement n’a été enregistré pour les deux autres
milieux. Ceci est conforme avec les résultats rapportés dans la littérature. Selon Dridi (2003),
I’ANA a 2mg/l a donné les meilleurs résultats, vu le taux d’enracinement, par rapport aux
autres auxines utilisées, comme 1’AIB, et par rapport aux autres concentrations. Ancora et al
(1981) ont induit un taux d’enracinement de 84 % apres deux subcultures sur un milieu MS/2

supplémenté de I’ANA a 2 mg/l, et ils ont confirmé que 1I’AIB est moins efficace que I’ANA
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dans I’induction racinaire. Plusieurs autres chercheurs ont essay¢ 1’enracinement de 1’artichaut
avec I’ANA, souvent a 2 mg/l (Moncousin, 1981 ; Pécaut et al., 1982 ; Bigot et Foury, 1984)
et ils ont trouvé généralement des taux satisfaisants d’enracinement. Schneider (2005) qui a
travaillé avec une concentration faible de I’ANA (0,5 mg/l) a trouvé des résultats beaucoup

moins brillants (32 %).

Cependant, nos résultats montrent un faible taux d’enracinement, ce qui est
probablement di a I’effet du génotype. En fait, les travaux de lapichino (1996) viennent
monter que I’effet de ’ANA méme s’il est bien favorable dans la plupart des études menées
sur I’enracinement de 1’artichaut, reste néanmoins dépendant de la variété, par exemple la
variété ‘violetto spinoso di sicilia’ a montré des résultats insatisfaisants avec cette hormone, a
savoir un taux réduit d’enracinement, formation de cal et apparition de nécroses. D’autre part,
Morone Fortunato et al. (2005) ont montré que certaines variétés comme le type ‘‘catanese’’,
sur lequel ils ont travaillé, valorisent mieux 1’utilisation de I’AIA a des concentrations

¢levées. Ils ont montré également que I’exces de I’ANA et de I’AIB inhibe I’enracinement.

D’autre part, I’AIB quoique reconnue comme ayant une propriété rhizogéne claire sur
plusieurs autres espéces, sur 1’artichaut, cette propriété n’a pas pu étre veérifiée. En effet,
Epstein et Ludwig-Muller (1993) ont montré que les cultivars difficiles & enraciner comme
dans le cas de I’artichaut métabolisent 1’AIB plus rapidement que les cultivars faciles a
enraciner et I’AIB disparait dés le premier jour. Et vu que I’induction racinaire est retardée
chez l’artichaut, la rapidité avec laquelle 1I’AIB disparait, ne laisse pas le temps a ce dernier

pour induire la formation des racines.

Nous avons aussi constaté que I’ANA stimule la callogenese plus que I’AIB, surtout a
fortes concentrations (Figure 46 b et c), ceci a été confirmé par les travaux de Dridi (2003),
De Klerk et al. (1997) et Lauzer et Vieth (1990) qui ont montré que I’ANA favorise

’apparition de cal plus que les autres auxines.

Au cours de la phase d'enracinement, I'utilisation de B-cyclodextrine combiné a I’ANA
s'est avérée inutile, car elle n’a pas amélioré 1’enracinement et les racines sont formées sur des
cals avec une mauvaise qualité. Plusieurs travaux ont rapporté I’effet benéfique de ce produit
au milieu de culture sur I’amélioration du pourcentage de I’enracinement chez d’autres
espéces tels ’olivier (Mura et al., 1995) et le jojoba (Brutti et al., 2000). Pour I’artichaut, les
travaux de Brutti et al. (2000) ont aussi rapporté que 1’ajout de 3 mg/l de B-cyclodextrine au

milieu d’enracinement a augment¢ trois fois le taux d’enracinement et deux fois le nombre de
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racines par pousse enracinée. D’autre part, Dridi (2003) a réussi 1’obtention de 100 %
d’enracinement avec 1’addition de 2 g/l de B-cyclodextrine. Selon Mura et al., (1995), cela est
expliqué par I’action des oligosaccharides cycliques qui augmentent la solubilité ou la
perméabilité de la membrane cellulaire aux auxines favorisant ainsi la rhizogenese (Brutti et
al., 2000 ; Cavallaro et al., 2004). Pourtant, Brutti et al. (2000) ont montré que les
cyclodextrines peuvent avoir aussi des effets négatifs, ils favorisent la callogenése a partir de
2 g/l et engendrent une malformation des pousses et des racines si les concentrations sont
élevées. De méme, Dridi (2003) a confirmé cette constatation en ajoutant que la f-
cyclodextrine a entrainé une baisse significative au niveau de la longueur des racines et le
nombre de racines par pousse enracinée. La différence entre les résultats notés, pour notre
cultivar et ceux trouvés par d’autres chercheurs sur leurs cultivars, concernant la réponse a la
rhizogenese, peut étre attribuée a la différence génotypique ce qui a mené a la faible efficacité
indiquée dans le cultivar étudié. Cela impose la nécessité d'optimisation spécifique des

conditions d’enracinement pour chaque génotype d’artichaut.

L’allongement des pousses, par un passage préalable par milieu d’élongation, avait un
effet remarquable sur ’amélioration de 1’enracinement de notre accession Art21. En fait, peu
de chercheurs ont utilisé le milieu d’élongation (Ordas et al,. 1990 ; Grando et al., 2011). Pour
I’artichaut, cette étape n’est recommandée que pour quelques cultivars qui ont montré une
grande difficulté de I’enracinement alors que d’autres auteurs ont eu recours a une phase de
pré-enracinement au lieu de 1’élongation, par culture des pousses sur milieu sans régulateurs
de croissance (Brutti et al., 2000 ; Brutti et al., 2002 ; Apostolo et al., 2005) ou avec une
faible concentration de I’AIA et le paclobutrazol afin de stimuler l'induction de racines
(Bedini et al., 2012). Selon Ancora (1986), la culture de pousses dans un milieu dépourvu de
cytokinines, avant le transfert vers le milieu d'enracinement, est essentielle pour
I'enracinement. Ceci est cohérent avec nos résultats ou des pousses directement transférées du

milieu de prolifération au milieu d'enracinement n'ont pas réussi a s’enraciner (tableau 21).

De méme, lapichino (1996) qui a travaillé avec un cultivar montrant le méme résultat
pour I’effet de I’ANA sur la rhizogenése que le ndtre, a réussi I’enracinement a 60 % aprés
passage par un milieu d’élongation. Ce méme auteur a confirmé récemment que le transfert de
micropousses d'artichaut a un milieu dépourvu de cytokinines ou avec une faible
concentration de cytokinine est essentiel pour l'enracinement et cela en améliorant son
efficacité (lapichino, 2013). Le pourcentage d’enracinement, obtenu par lapichino (1996), est

tres similaire a celui obtenu dans notre essai (58,33 %) avec I’ANA a 2 mg/l en milieu MS.
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Cependant, la qualité des racines obtenues dans ce dernier milieu n’était pas encourageante,

car elles étaient courtes et dures.

Dans I’objectif d’améliorer la qualité ainsi que la quantité des racines formées sur les
vitroplants d’artichaut, nous avons essayé le charbon actif dont la contribution dans
I’amélioration de 1’enracinement est signalée pour le fraisier (EI Hamdouni et al., 2000),
I’acacia (Quoirin et al., 2001), les orchidées (Moraes et al., 2005) et également pour
I’artichaut (Bigot et Foury, 1984; Morzadec et Hourmant, 1997). L’incorporation dans le
milieu de charbon activé (tableau 23) a augmenté le pourcentage d’enracinement de 6,45 %
(milieu sans charbon actif) a 29,03 % (milieu avec charbon actif). Cette incorporation a
affecté significativement la longueur des racines formées. Ce qui est conforme aux résultats
publiés par Bigot et Foury (1984), Le Guen-Le Saos et Hourmant (2001) ainsi que Morzadec
et Hourmant (1997), qui ont rapporté une nette amélioration du taux d’enracinement par
I’utilisation du charbon actif. Sur ce milieu, la qualité des racines formées était encourageante,
elles sont plus flexibles, plus ramifiées et possedent une longueur plus importante que celles
formées sur le milieu sans charbon actif. Ce dernier est donc important tant pour le nombre de
racines que pour leur qualité. Dans ce sens, le travail de Dumas et Monteuuis (1995) a montré
que pendant I’enracinement in vitro de pousses micropropagées de Pinus pinaster, 1’addition
du charbon actif dans le milieu d'enracinement a amélioré le potentiel de 1’enracinement
adventif, non seulement en termes de taux d'enracinement, mais aussi une amelioration du
nombre et de la longueur des racines. L’addition du charbon actif dans le milieu
d’enracinement (M6) a également réduit la formation du cal brun et ’hyperhydricité des
pousses. D’aprées Pan et van Staden (1998) et Thomas (2008), le succés avec le charbon actif
s’expliquerait par sa capacité, d’une part, a absorber les substances inhibitrices diffusées dans
le milieu, et d’autre part, a créer un environnement obscur favorable a la formation et a la

croissance des racines (conditions présentes dans le sol ou évoluent normalement les racines).

Vu que sur le milieu sans charbon actif, les pousses émettent des racines ne dépassant
pas 5 cm de longueur, avec 1’ajout de 2 g/l de cette substance, les racines atteignent plus de
12 cm et cela dans la méme durée que le milieu précédent. Nous pouvons dire que le charbon
accélére I’émission des racines comme il est rapporté par les travaux de Damiano (1980) qui a
remarqué que 1’addition de 1 a 2 g/l de charbon actif au milieu d’enracinement réduit le temps
nécessaire a I’émission des racines et accélére leur croissance. De méme, Boxus et al. (1984)

et Desjardins et al. (1987) ont rapporté un effet similaire a une concentration de 0,5 a 0,8 g/l.

131



Chapitre IV : Multiplication in vitro de ’artichaut (Cynara cardcunculus var. scolymus L.)

Les différences génotypiques dans la réponse a la concentration hormonale et les
cyclodextrines utilisés pour un milieu d'enracinement, entre ce travail et les travaux antérieurs
sur I’artichaut, montrent la faible efficacité indiquée dans le cultivar étudié et imposent

I’optimisation spécifique des conditions de rhizogenese pour chaque génotype d’artichaut.

Durant la phase d’enracinement et malgré I’application des différents protocoles cités
dans la littérature et qui ont donné des pourcentages d’enracinement qui dépassent les 90 %,
nous n’avons pas pu réussir d’une manicre définitive 1I’enracinement de notre accession Art21.
Les pourcentages d’enracinement des vitroplants d’artichaut cités dans les différents travaux
sont tres variables et reflétent la difficulté de cette phase. D’apreés lapichino (2013), le taux de
la fréquence d'enracinement in vitro dépend du génotype, mais également du protocole utilisé.
Benoit et Ducreux (1981) ont obtenu 1 % des plantes enracinées avec le cultivar Camus de
Bretagne. Avec ce méme cultivar, Moncousin (1981) a obtenu 30 % d'enracinement et Bigot
et Foury (1984) ont atteint 77 % chose qui confirme qu’avec le méme cultivar et des

protocoles différents, les pourcentages obtenus different d’une maniére considérable.

Il est a noter qu’un bon début d’enracinement n’a été obtenu que par les pousses des
rangs supérieurs qui avoisinent la 17°™ (tableau 21, 22 et 23). Dans ce sens, Dridi (2003) a
rapporté que I’artichaut s’enracine mieux si les pousses proviennent des rangs de subcultures
supérieurs au 10°™. Par conséquent, tous les essais effectués avec des pousses issues des
premiers rangs de subcultures avaient abouti a I’échec (tableau 24). Dridi (2003) a expliqué
la réussite de I’enracinement a ce niveau par le rajeunissement du matériel végétal au cours
des différentes subcultures. Cette constatation est appuyée par les résultats de Moncousin et
Ducreux (1984), qui ont trouvé que des pousses issues de la 15°™ subculture se comportent
comme des pousses issues de graines vis-a-vis des traitements rhizogénes. Bigot et Foury
(1984) ont eux aussi constaté que les pousses a morphologie juvénile avaient plus d’aptitude a

s’enraciner que celles ayant atteint le stade adulte.

Un travail important reste a accomplir afin de compléter la mise au point d’un milieu
convenable pour notre accession, permettant d’obtenir un taux d’enracinement encourageant

et des pousses de bonne qualité capable de réussir I’étape de I’acclimatation.

L’acclimatation est la phase la plus critique de la micropropagation chez plusieurs
especes végétales et constitue, avec ses nouvelles conditions in vivo, un obstacle majeur pour
I’utilisation de la micropropagation a 1’échelle industrielle a cause des problémes de survie.

La méthode d’acclimatation appliquée dans notre étude n’a pas donné de résultats
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satisfaisants. En effet, les vitroplants meurent une semaine a dix jours aprés leur
transplantation. On remarque un affaiblissement du vitroplant qui se flétrit progressivement
avant de mourir, cela peut étre en relation avec les racines produites in vitro qui ne sont pas
complétement fonctionnelles. Un transport inadéquat de I'eau et des minéraux a partir des
racines vers la partie aérienne de la plante, et des glucides vers les racines, s’est produit suite
au développement de ces racines a partir de cals sur la base de la tige. Contrairement a nos
résultats Tavazza et al. (2004), en utilisant comme substrat un mélange de tourbe et de perlite
et en suivant la méme méthodologie que la notre, ont pu arriver a 95-100 % de survie des

pouSsses enracinees.

Durant la phase d’enracinement, 1’ajout du charbon actif a favorisé 1’enracinement et
amélioré la qualité des racines formées. Néanmoins, les plantes transférées au sol n’ont pas
survécu plus de 2 semaines. En s’accordant avec Bigot et Foury (1984), 1’échec de
I’acclimatation de nos pousses peut étre expliqué également par le faible nombre de racines
obtenu. Selon cet auteur, les pousses ayant une seule racine montrent un taux de survie réduit
au cours de I’acclimatation. Par contre, Lauzer et VVieth (1990) ont rapporté un taux de survie
égale a 92 % avec des pousses ayant une ou deux racines chacune. En conclusion, la réussite

de I’acclimatation dépend, dans ce cas, du génotype.
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Conclusion
A ce jour, les protocoles couramment utilisés pour la multiplication in vitro de

l'artichaut ne sont pas satisfaisants pour tous les cultivars et I’effet du génotype impose la
mise au point d’un protocole de culture in vitro spécifique a chaque cultivar ou variété
d’artichaut. Dans ce travail, nous avons rapporté un protocole de micropropagation pour
I’accession Art21 d’artichaut. Nos résultats indiquent clairement que I'élimination du
bourgeon apical, les feuilles et les racines des plantules issues de graines, dans la premiere
étape de culture in vitro, a augmenté considérablement le développement des bourgeons
axillaires. Cette étude nous a permis également de déterminer la taille appropriée pour la
régénération des pousses et d’analyser I'effet de la densité d’explants sur le bourgeonnement
in vitro de l'artichaut ainsi que la durée d’une génération. Ces résultats pourraient étre un outil
supplémentaire pour I'amélioration et le maintien du taux important de multiplication obtenu
et qui est de 7,56. En outre, le respect de ces parameétres contribuera certainement au
développement de la culture in vitro de l'artichaut et ceci par la réduction des pertes en
matériel végétal, ainsi qu’un gain au niveau des milieux de culture et produits. Nos essais
d’enracinement ont mis au point la propriété récalcitrante de notre accession a la rhizogenese,
étant donné les difficultés que nous avons rencontrées pour développer un protocole
convenable, méme en utilisant ceux qui apparaissent les plus prometteux dans la littérature.
Toutefois, on peut retenir le protocole qui se base sur I’utilisation du milieu MS modifié,
I’ANA 2 mg/l, le charbon actif 2 g/l et sur un passage préalable par un milieu d’élongation

avant d’entamer 1’étape d’enracinement.

La méthode décrite dans cette étude peut étre utilisée pour une propagation rapide et a
grande échelle de I’accession Art21 d'artichaut. Nos protocoles semblent étre tres
encourageants, cependant, la phase d'enracinement est toujours I'étape la plus difficile dans la
micropropagation. Des travaux supplémentaires sont donc nécessaires pour ameéliorer

I'enracinement et I'établissement des plantules in situ.
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Chapitre V :
Cryoconservation de ’artichaut (Cynara cardunculus var.
scolymus L.)

Résumé

La cryoconservation est 1’'une des méthodes de conservation a long terme les plus
prometteuses. Au cours de ce travail, nous avons essayé de mettre en place le processus de
cryoconservation par [’application des différentes étapes de la vitrification aux apex
d’artichaut, puis de déterminer le milieu de reprise convenable pour ces apex. La démarche a
consisté a disséquer, en conditions stériles, des apex prélevés sur du matériel végeétal cultivé
in vitro. Ces apex excisés ont été déshydratés en utilisant la solution de charge (PVS2 : plant
vitrification solution 2) puis immergés directement dans I'azote liquide. Apres décongélation
et immersion dans la solution de récupération a température ambiante pendant 20 min, les
apex ont été cultives sur quatre milieux différents de Murashige et Skoog pour la reprise de
croissance. Ce protocole simple a été appliqué avec succes a deux variétés d’artichaut avec un
taux de survie allant de 22,22 % pour la variét¢ ‘Grato’ a 35,71 % pour la variété
‘Campagnano’. Ces résultats préliminaires ouvrent la voie du stockage a long terme du

germoplasme d’artichaut par la cryoconservation.
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Introduction
Le maintien, des ressources phytogénétiques in situ et ex-situ, a pour objectifs

principaux, la conservation de la diversité génétique en général et particulierement celle des
variétés sélectionnees ayant une valeur agronomique et économique. La conservation joue un

role fondamental dans la préservation et contre la disparition d'especes végétales.

Sur le plan économique, I’artichaut est I'une des cultures les plus importantes dans le
bassin méditerranéen. Le germoplasme d’artichaut est le plus souvent conservé dans des
collections sous serre, mais cela ne permet pas une préservation sécurisée a long terme. Le
grand espace requis, le codt élevé de l'entretien (Engelmann, 2011), les risques de perte
d’accessions par des erreurs humaines, les variations climatiques et les maladies sont parmi
les problémes qui limitent I'utilisation de ce type de maintien a long terme. La conservation in
vitro du matériel végétal, dans des conditions de croissance ralentie (faible température et
luminosité), nécessite un repiquage régulier sur milieu neuf. Le processus de repiquage
demande une main-d’ceuvre importante et fait encourir des risques de contaminations
fongiques ou bactériennes au matériel vegétal. En outre, malgré des conditions de croissance
ralentie, les accessions maintenues in vitro sont sujettes aux phénomenes de variations
somaclonales et la cryoconservation dans l'azote liquide constitue un choix logique pour le
stockage a long terme des cultures a multiplication végétative comme 1’artichaut, car elle est

slre et nécessite un minimum d'espace et d’entretien.

Pour surmonter ces problémes et assurer une conservation a long terme en toute sécurité
des ressources génétiques de 1’artichaut, le laboratoire de biotechnologie a ’ENEA (Italie)
réalise des recherches sur la cryoconservation. C’est une méthode de choix pour assurer un
stockage a long terme rentable et sOr des ressources génétiques végétales. Elle est
particulierement adoptée pour les especes a germination récalcitrante ou a propagation
végétative, tel le genre Cynara. La conservation a long terme en toute sécurité dans ’azote
liquide constitue une collection complémentaire a celle in vitro et sert de collection de secours
en cas de perte d’accessions pour raisons de contamination, de variations somaclonales ou

d’erreurs humaines lors du processus de repiquage.

La cryoconservation est une technique in vitro qui consiste en le maintien a une ultra
basse température (-196 °C) des tissus et des cellules que 1’on souhaite conserver a long
terme, en altérant le moins possible leur potentiel vital et leur capacité a réegénérer de maniére
conforme. A cette température, en effet, les divisions cellulaires sont arrétées et tous les

processus métaboliques sont bloqués sans étre altérés. Le matériel végétal peut donc étre
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conservé sans altération ni modification pendant des périodes théoriquement indéfinies, a
I’abri de toute contamination, dans un espace limité et avec un entretien réduit (Dulloo et al.,
2009). La régenération de ce mateériel est rendue possible si la formation de cristaux de glace
intracellulaire, a 1’origine de dommage physique des biomembranes, est évitée. Ce matériel
végétal doit également pouvoir résister aux procédures de congélation et de décongélation

afin d’avoir une meilleure survie et une régénération post-cryoconservation.

Différents types de tissus et organes peuvent étre cryoconserves, y compris les
suspensions cellulaires, le pollen, les cals, les embryons somatiques et zygotiques, les
semences, les apex et les bourgeons dormants. Pour les espéces a multiplication végétative,
les organes les plus couramment utilisés dans la cryoconservation sont les apex excisés de
bourgeons apicaux ou axillaires de pousses cultivées in vitro (Lambardi et De Carlo, 2003).
L'utilisation des pousses développées in vitro, dans les protocoles de la cryoconservation, a
plusieurs avantages : elles sont faciles a multiplier et a manipuler et disponibles toute I'année
(Reed, 2008). Cette méthode de conservation a €té rapportée avec Succes pour un certain
nombre de cultures, comme la pomme de terre (Schafer-Menuhr et al., 1997), 1’olive (Lynch
et al., 2007), le palmier a huile (Dumet et al., 1993) et le bananier (Panis et al., 2005).

Il existe de nombreuses techniques de cryoconservation, notamment la congélation lente
controlée, la vitrification, I’encapsulation-déshydratation, 1’encapsulation-vitrification, la
conservation de bourgeons dormants, la préculture-déshydratation et la congélation sous
forme de gouttelettes (droplet-freezing) (Panis, 2008). La technique de cryoconservation
regroupe des étapes successives qui doivent étre appliquées correctement a chaque espece :

- Prétraitement : culture du matériel en présence de substances cryoprotectrices;

- Congélation : immersion directe dans 1’azote liquide ou refroidissement programmé jusqu’a
-40 & -100 °C, suivi d’une immersion des échantillons dans 1’azote liquide ;

- Réchauffement rapide ;

- Post-traitement : culture du matériel dans des conditions favorisant la reprise de sa

croissance.

D’une maniére générale, les bourgeons dormants et les graines orthodoxes peuvent étre
cryoconservés sans aucun prétraitement, car ils présentent des processus naturels de
déshydratation. Cependant, les quantités élevées d’eau intracellulaire, présentent dans la
plupart du matériel biologique utilisé en cryoconservation (bourgeons, embryons, apex,

suspensions ou cals), rendent ce matériel trés sensible a la congélation. Dans ce dernier cas,
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une déshydratation artificielle doit étre menée afin de protéger les cellules contre les risques
de cristallisation de 1’eau intracellulaire. D’apres Withers et Engelmann (1998), les techniques
adoptées et les mécanismes sur lesquels elles se basent sont différents dans les méthodes de
cryoconservation classiques et nouvelles. Les nouvelles méthodes sont basées sur la
vitrification, tandis que les techniques classiques de cryoconservation sont basees sur la
déshydratation induite par la congélation visant a diminuer la taille et le nombre des cristaux
de glace intracellulaires. La vitrification peut étre définie selon Benelli et al., (2013) par la
transition directe de I'eau de la phase liquide en une phase vitreuse amorphe, empéchant de ce
fait la formation de glace cristalline nocive pour I’intégrité cellulaire.

Le travail présenté ici constitue une technologie de pointe que nous avons acquise dans
le cadre de la collaboration entre notre laboratoire et celui de Biotechnologie au centre de
recherche ENEA en ltalie. Il porte sur I’étude de la cryoconservation avec comme modele de
plante multipliée végétativement I’artichaut (Cynara cardunulus var. scolymus). L’objectif de
ce chapitre est de décrire la technique de la cryoconservation appropriée au matériel génétique
de Cynara. Le travail de recherche présenté dans ce chapitre a porté essentiellement sur
I’évaluation de la composition des milieux de culture utilisés en post-cryoconservation. En

effet, ils conditionnent la reprise de croissance des apex et donc le succes de la réegénération.
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I- Matériel et méthodes

1- Matériel vegétal
L'étude a porté sur deux variétés italiennes d’artichaut ‘Grato’ et ‘Campagnano’. Les

pousses traitées sont des vitroplants obtenus a partir des parties apicales cultivées in vitro sur
le milieu MS modifié contenant 2mg/l de la kin et 0,1 mg/l de I’AIB (milieu de
multiplication) (Annexe 3). Ces parties apicales ont été prélevées a partir des plantes
d’artichaut provenant du champ et ayant une taille d’environ 30 cm. Apres 1’enlévement des
feuilles externes et la partie basale, les parties apicales de 5 cm ont subi une désinfection sous
la hotte selon le protocole de Tavazza et al. (2004) (annexe 6). Cette désinfection a été suivie
par une mise en culture des explants, pendant trois semaines, sur le milieu d’initiation
contenant 0,2 mg/l de I’AIB et 0,8 mg/l de BAP (annexe 3). Les bocaux de culture ont été
maintenus en chambre de culture couverts avec du papier aluminium durant les deux premiers
jours puis transférés a la lumiére avec une photopériode de 16 h. Le changement du milieu
d’initiation par celui de multiplication a été réalisé apres trois semaines. Les apex des pousses

obtenues en phase de multiplication sont utilisés pour la cryoconservation.

2- Méthodes

2-1- Excision des apex
Un traitement d’adaptation au froid (prétraitement ou durcissement) a été réalisé sur les

pousses avant le prélevement des apex et cela par culture des pousses sur milieu MS modifié
(annexe) a 4 °C pendant 6 semaines.

L’excision des apex est faite en conditions stériles, sous une hotte a flux laminaire. Les
méristemes apicaux individuels sont excisés sous une loupe binoculaire a I’aide de scalpels
(lames n° 23) jusqu’a ce que I’apex soit partiellement recouvert par deux a trois primordia

foliaires. L apex dégagé est alors sectionné a sa base puis utilisé pour la cryoconservation.

2-2- Cryoconservation par vitrification

La technique de cryoconservation utilisée pour I'artichaut est la vitrification, appliquée
pour la premiere fois sur Citrus sinensis (Sakai et al., 1990). Le protocole expérimental utilisé
lors de ce travail est celui de Sakai (1995) adapté aux apex des deux variétés italiennes
d’artichaut, ‘Grato’ et ‘Campagnano’. Le schéma, présenté en figure 50, regroupe les

différentes étapes de la vitrification de méristémes de 1’artichaut.
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Figure 50: Schéma général du procédé de cryoconservation des apex de I’artichaut.

A) Préculture des apex sur un milieu MS solidifié supplémenté avec 0,3 M de saccharose pendant 20
heures a 4 °C; B) osmoprotection : transfert des apex dans des cryotubes et ajout de 2 ml de la
solution de charge PVS2, 20 min a 0 °C ; C) déshydratation : remplacement du PVS2 par 2 ml de la
méme solution fraiche et maintien des cryotubes sur la glace, 90 min ; D) stockage dans l'azote liquide
(-196 °C) ; E) décongélation ou réchauffement, 60s a +40 °C ; F) déchargement : ajout de 2 ml du
milieu MS liquide contenant 1,2 % de saccharose (température ambiante), 20 min ; G) plantation :
culture des apex sur milieu de culture pour la reprise de croissance.

Les apex de 3 a 5 mm de long, prélevés sur les vitroplants, sont maintenus sur milieu
MS solide avec 0,03M de saccharose (annexe 8) dans des boites de Pétri jusqu’a ce qu’ils
soient tous disséqueés. La préculture a été réalisée par le transfert des apex sur des boites de
Pétri contenant le milieu MS modifié supplémenté par le saccharose a 0,3M (annexe 8). La
conservation des boites, enveloppées dans une feuille de papier, a été faite a 2-4 °C pendant
20 heures. Au total 117 apex ont été obtenus (58 pour ‘Campagnano’ et 59 pour ‘Grato’).
Pendant le prélevement, il est important de ne pas exposer les apex trop longtemps a la
température ambiante pour ne pas perdre leur durcissement.

Aprés 20h de conservation a froid, les méristemes sont transférés dans des cryotubes
contenant 2 ml de la solution de charge PVS2 (Plant vitrification solution 2) préalablement
refroidie dans de la glace, cette étape est dite d’osmoprotection. La solution PVS2 contient 30
% (p/v) (3,26M) de glycérol, 15 % (p/v) (2,42M) d’éthyléne glycol, 15 % (p/v) (1,9M) de
DMSO et 0,4M (=136,8 g/l) de saccharose (annexe 7) (Sakai et al., 1990). Tous ces
composés sont dissous dans du milieu MS, le pH est ajusté a 5,8 et la solution est stérilisee
par filtration. Les méristemes sont immergés dans la solution PVS2 pendant 20 minutes a 0

°C sur la glace.
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L’osmoprotection est suivie par la déshydratation qui consiste a maintenir les cryotubes
horizontalement sur la glace pendant 90 min (Figure 51a) aprés remplacement du PVS2 par 2
ml de PVS2 fraiche (0 °C) a I’aide d’une pipette de 2 ml en plastique muni d'une pointe jaune
de 200 pul ou une pipette Pasteur (Figure 51b).

Suite a cette déshydratation, la solution PVS2 a été enlevée et remplacée par 0,6 ml de
la méme solution fraiche ensuite, les cryotubes sont directement et completement plongeés
dans 1’azote liquide en position verticale pendant 90 min (Figure 51c et d).

Les apex sont décongelés rapidement en immergeant les cryotubes dans un bain-marie a
40 °C pendant 60 s en remuant. La solution PVS2 est éliminée immédiatement et remplacee
par 2 ml du milieu MS liquide contenant 1,2 % de saccharose a une température ambiante
(annexe 7) (Sakai, 2000). Les explants sont maintenus dans cette solution pendant 20 min.

Pour la régénération, les apex desséches sur du papier stérile, sont cultivés sur des boites
de Pétri contenant quatre milieux différents: (1) milieu MS modifié supplémenté par le
saccharose a 0,3M (MS modifié 0,3M), (2) milieu MS modifié avec 30g de saccharose (MS
modifié 0,09M), (3) Milieu MS additionné de saccharose a 0,3M (MS 0,3M), (4) milieu MS
supplémenté par 10 g de saccharose (MS 0,03M) (annexe 8). Les boites ont été placées par la
suite dans une chambre de culture a 19 °C, maintenues pendant un jour couvertes d’une
feuille de papier pour 1’obscurité. Le jour d’apres les boites ont été transférées a 25 °C et le
changement du milieu est pratiqué régulierement toutes les 4 semaines de culture.

Il est a noter que la solution PVS2 est toxique pour le matériel végétal en particulier a
25 °C, les traitements par PVS2 dans ce cas doivent étre terminés a temps. En outre, les
méristémes en cryotube sont facilement blessés lors de I'ajout et de I’enlévement de solutions

a l'aide de la pipette Pasteur ce qui nécessite des précautions lors des manipulations.

Figure 51 : Certaines étapes de la cryoconservation par vitrification.

a) Cryotubes contenant les méristtmes immergés dans la solution PVS2 a 0 °C sur la glace;
b) Enlévement de la solution PVS2 a I’aide d’une pipette de 2 ml en plastique muni d'une pointe jaune
de 200 pl ; c) Cryotube inséré dans un support pour étre immergé dans 1’azote liquide ; d) Cryotubes
plongés completement et verticalement dans 1’azote liquide.
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3- Estimation des taux de survie des apex apres la cryoconservation
Le taux de survie a été évalué dix jours apres la cryoconservation par le comptage du

nombre d’apex vivants. Un apex a ¢été considéré comme vivant a partir du moment ou la
coloration verte s’est maintenue et une augmentation de volume a été observée. Contrairement
aux apex vivants, les apex morts apparaissent totalement bruns et sans signes apparents de

reprise de croissance.
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I1- Résultats
Suite a la courte durée du stage, les résultats de la cryoconservation ont été focalisés

juste sur la survie des apex dans les différents milieux de régenération apres dix jours de la
mise en culture.

Le tableau ci-dessous représente les pourcentages de survie de chaque variété sur les
quatre milieux de culture utilisés apres la cryoconservation. Les résultats montrent qu’a 10
jours de la sortie de l'azote liquide, la survie n'a été constatée que pour les milieux MS
modifié 0,09M et MS modifié 0,3M. Aucune contamination n'a été observée lors de cette
initiation au procédé de cryoconservation.

Tableau 25: Pourcentage de survie des apex cryoconservés des variétés d’artichaut ‘Grato’ et
‘Campagnano’.

Variétés Parameétres Milieux de culture
d"artichaut MS modifié | MS modifié | MS0,3M | MS
0,3M 0,09M 0,03M
Campagnano | Nombre total des apex 14 15 12 17
Apex viable 5 2 0 0
Pourcentage de survie 35,71 13,33 0 0
Grato Nombre total des apex 18 14 16 11
Apex viable 4 1 0 0
Pourcentage de survie 22,22 7,14 0 0

Il est & noter qu’en absence de régulateurs de croissance (milieux MS 0,3M et MS
0,03M), la régénération est quasiment impossible puisque la totalité des apex n’a pas survécu
sur ces milieux. En plus, dans un milieu présentant une faible concentration de saccharose, le
pourcentage des apex survécus a chuté d’un facteur de 2,7 pour ‘Campagnano’ et 3 pour
‘Grato’ (tableau 25).

Pour les deux variétés, le milieu MS modifié additionné de saccharose a 0,3M a montré
le plus grand nombre d’apex viables. Ce milieu contenant une concentration élevée de
saccharose est supplémenté également par deux régulateurs de croissance a savoir la kin et
I’AIB. Les pourcentages de survie, obtenus avec ce milieu apres cryoconservation, variaient
entre 22,22 % pour la varieté ‘Grato’ et 35,71 % pour la variété ‘Campagnano’. Les
différences observees, entre ces pourcentages pour le méme milieu de culture, prouvent qu’il
existe un effet du génotype sur la survie des apex en plus du facteur du milieu cité

précédemment.
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En revanche, les résultats portant sur la régénération des apex n’ont pas été suivis dans
le temps, car cette derniére nécessite au moins quatre semaines. Les figures ci-dessous
montrent les apex des deux variétés sur les milieux de régénération (Fig. 52), ainsi qu’un
exemple d’apex viable de la variété ‘Campagnano’ apres dix jours de culture sur le milieu MS
modifié 0,3M (Fig. 53).

\& i P % : o ! ¥, L5 - i
eux variétés dix jours apreés la cryoconservation sur les differents

[ N . g
Figure 52 : Apex des d
milieux de culture.

Figure 53 : Vue sous loupe d’un apex vivant de la variété ‘Campagnano’ dix jours apres la
cryoconservation (barre = 2,5 mm).
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I11- Discussion
Notre travail avait comme objectif principal la maitrise de la technique de

cryoconservation comme outil biotechnologique de conservation des ressources génétigques.
Au cours de ce travail, nous avons tout d’abord exposé la méthode de cryoconservation
appliquée et qui est fondue sur la vitrification puis abordé 1I’'impact de la composition du
milieu de culture et du génotype sur la survie des apex aprés cryoconservation.

Le développement des techniques de la cryoconservation, surtout celles basées sur la
vitrification, a permis d’avancer dans le domaine de la cryoconservation et de réaliser des
développements importants dans la conservation des ressources génétiques végétales
(Engelmann et Dussert 2000). Une mise en ceuvre simple et une application large sont les
principaux critéres qui augmentent I’utilisation de cette technique. Selon Engelmann et
Dussert (2000), les plus importants progres de la cryoconservation sont soulignés pour la
plupart des espéces a propagation végétative contrairement aux especes a semences
récalcitrantes.

Les premiers essais de 1’application de la cryoconservation pour I’artichaut ont été déja
lancés au niveau du laboratoire de biotechnologie au centre de recherche ENEA en Italie,
alors qu’aucun travail sur la cryoconservation de cette espéce n’a été publié jusqu’a présent.
Ce laboratoire, qui s’intéresse plutot a la multiplication in vitro des plantes, cherche a travers
les essais des protocoles de cryoconservation a conserver a long terme les ressources
génétiques de I’artichaut, sachant que [I’Italie dispose de la plus grande collection de
germoplasmes d’artichaut dans le monde.

Pour nos deux variétés, nous avons appliqué la technique de vitrification. Le choix de
cette technique est justifié par les étapes qu’elle comporte et qui ont comme intérét de réduire
les chocs osmotiques dus principalement a 1’utilisation de la solution de vitrification (PVS2).
Ce protocole de vitrification appliqué comporte six étapes principales a savoir : préculture,
osmoprotection, cryoprotection, congélation, décongélation et régénération. L’importance
d’un prétraitement des apex, afin d’augmenter leur osmo-tolérance par des étapes de
préculture, de charge, ou une combinaison des deux, a été rapportée par Gupta et Reed (2006).
Dans notre cas 1’étape de préculture a été faite sur milieu MS modifié 0,3M pendant 20 h.
Cette étape conduit a une augmentation de la durée du processus général de cryoconservation
et peut parfois étre supprimée comme il a été rapporte par Panis et al. (2005) pour le bananier
ou I’application d’une préculture n’a pas d’effet bénéfique significatif sur la survie. Tandis

qu’une préculture des apex pendant 1, 2 ou 3 jours sur un milieu semi-solide enrichi avec
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0,3M de saccharose avant 1’étape de charge, est importante pour la pomme de terre (Kim et
al., 2006) par exemple.

Plusieurs études ont montré qu’un traitement dans PVS2 est limité dans une durée
optimale d’immersion des apex qui varie d’une espéce a I’autre. Cette durée d’immersion se
détermine en fonction de deux principes : (1) la limitation de la cristallisation de 1’eau et (2) la
limitation de la toxicité de PVS2 (Gallard et al., 2008). Le respect de cette durée était
absolument nécessaire pour la survie post-cryoconservation. Dans le cas des apex de
I’artichaut, une durée d’immersion de 90 min dans le PVS2 a été déterminée apres 1’essai de
trois durées différentes (30, 60 et 90 min) au niveau du laboratoire de ’ENEA (résultats non
publiés) et c’est elle que nous avons utilisée dans ce travail. Ainsi, la durée optimale du
traitement dans PVS2 signalée pour d’autres espéces était de 15 min pour le Pelargonium
(Gallard et al., 2008), 20 min pour les apex de pomme de terre sauvage (Yoon et al., 2006),
45 min chez le manioc (Charoensub et al., 2003) ou encore 80 min pour des apex de vigne
(Matsumoto et Sakai, 2000).

Concernant les milieux de culture utilisés, le travail que nous avons mené s’est focalisé
sur I’utilisation de deux régulateurs de croissance (kin et AIB) et seulement dans les deux
premiers milieux (MS modifié 0,3M et MS modifié 0,09M). Les résultats ont montré qu’en
leur absence (milieu MS 0,3M et MS 0,03M), la régénération est pratiqguement impossible
(tableau 25), alors qu’en leur présence, le pourcentage de survie était nettement supérieur sur
le milieu MS modifié 0,3M en comparaison avec le milieu MS modifié 0,09M. De plus, nos
résultats mettent en évidence que la survie post-cryoconservation est fonction de la
composition du milieu de culture et également du génotype. L’effet génotype est bien marqué
lors de I’utilisation de milieu MS modifié 0,3M. Notre résultat concernant 1’effet du génotype
est conforme a celui de Gonzalez-Arnao et Engelmann, (2006) sur la canne a sucre ou les taux
de survie de 15 génotypes variaient de 24 a 91 %, ou encore celui de Clavaro-Ramirez et al.,
(2005) sur sept génotypes de fraisier ou la survie variait de 23 a 63 %.

Les résultats obtenus, concernant le pourcentage de survie post-cryoconservation des
apex des deux variétés (22,22 % pour la variété ‘Grato’ et 35,71 % pour la variété
‘Campagnano’), restent importants pour ce protocole d’initiation méme s’ils n’ont pas
dépassé 50 %. La technique de vitrification, appliquée dans ce travail, a été jugée efficace
pour de nombreuses especes avec des pourcentages de régénération encourageants : 38 %
pour Olea europea (Lynch et al., 2007), 52 % pour Actinidia chinensis (Xu et al., 2006), 80 %
pour Malus domestica (Liu et al., 2008), 71 % pour Pyrus spp. (Wang et al., 2008) et 78 %

pour Prunus avium (Shatnawi et al., 2007).
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La réussite de cette technique est liée a plusieurs facteurs, allant de 1’étape de
déshydratation et la congélation en azote liquide jusqu’a la régénération des pousses a partir
du matériel cryoconservés. Selon Gallard et al. (2008), la réussite de la cryoconservation est
fonction de la capacité a s’affranchir des contraintes biologiques et physiques inhérentes a une
exposition a un froid extréme (-196 °C). Pour cela et selon ce méme auteur, il est nécessaire
de connaitre la nature du matériel végétal a cryoconserver ainsi que les effets du gel sur les

cellules et les tissus.

L’ensemble des résultats obtenus, pour cette partie montre que la réussite de la
cryoconservation en termes de survie, est surtout fonction des génotypes et de la composition
du milieu de culture de reprise de croissance. Il se dégage de cette étude que le milieu MS
modifi¢ 0,3M est le plus convenable pour nos variétés d’artichaut. Il reste dans ce cas
d’étudier I’effet d’autres facteurs tel que 1’effet de la durée d’exposition aux solutions (PVS2
par exemple) sur la réussite de la régénération des apex aprés la cryoconservation. Il est
important également de comprendre les phénoménes physiques et biochimiques qui

surviennent au cours de la cryoconservation.
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Conclusion

Lors de notre stage d'initiation en cryoconservation, pour l'acquisition de cette
technique, nous avons appliqué le procédé, mis au point par le laboratoire de ’ENEA, sur
deux wvariétés italiennes d’artichaut. Les résultats observés a 10 jours, concernant le
pourcentage de survie des apex, n’ont pas dépassé 50 %. Une différence, quant a la réponse
des deux variétés apres la cryoconservation, a été notée. Cette différence pourrait étre
expliquée par la différence génotypique qui peut exister entre ces deux variétés. Avant de
conclure, il est important de noter que la cryoconservation ne vise pas a remplacer les
techniques de conservation ex-situ, mais c'est juste un outil additionnel a la disposition des
gérants de banques de geénes pour faciliter et améliorer la préservation des germoplasmes

mises sous leur responsabilité.
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Conclusion générale et perspectives

La présente étude avait comme objectif le développement d’un protocole adéquat de
micropropagation de I’artichaut (Cynara cardunculus var. scolymus L.). Cette espéce revét
une importance particuliére dans les pays du bassin méditerranéen suite a ses proprietés
culinaires et thérapeutiques et son usage industriel. Pourtant, elle présente un systeme de
reproduction sexuée tres complexe de sorte que la multiplication végétative demeure
quasiment la seule voie de multiplication adoptée de nos jours pour cette espéce. Cependant,
cette voie s’affronte a deux problémes majeurs, a savoir, le faible taux de multiplication basee
sur les rejets et le grand risque de transmission de maladies. Beaucoup de travaux ont été
réalisés dans le but de pallier a ces problémes, mais jusqu’a présent, les succes restent limités.
Dans ce cas, les techniques de la culture in vitro sont les seules capables de résoudre ces
problémes et un protocole fiable de micropropagation a grande échelle de ’artichaut serait
d’un apport certain pour la culture artichautiére. De nombreux efforts ont été déployés dans ce
sens pour réaliser une multiplication in vitro appropriée avec un taux important, mais les
résultats obtenus sont peu brillants, notamment ceux relatifs a 1’enracinement et a

[’acclimatation.

Sur la base des résultats présentés dans cette étude concernant la micropropagation de
l'artichaut (Cynara cardunculus var. scolymus L.), les conclusions suivantes peuvent étre

tirées.

L'asepsie des graines avec de ’HgCl, 0,5 % pendant 5 min et une solution d’eau de
Javel 1 % pendant 15 min, a été efficace pour réduire la contamination des graines.

L'obtention de plants sains d'artichaut, pour une utilisation comme source d'explants
dans la micropropagation, a été réalisée a partir des graines germeées in vitro. L’utilisation des
graines désinfectées et dépourvues de téguments a amélioré le taux de germination in vitro de
I’accession Art21 et Art22 (28,3 % et 32 % respectivement) sur un milieu MS supplémenté
par 30 g/l de saccharose et 0,3 % de phytagel et conservé dans une chambre de croissance a

I'obscurité.

L’application de 0,6 % de 1’AGgs pour la variété 1J et BR a cerné la germination entre le
6°™ et le 10°™ jour aprés semis permettant ainsi une germination et un développement
homogéne des plantules. De méme, 1’adoption d’une température de 18 °C a conduit & une

germination uniforme et synchronisée.
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La multiplication in vitro de I’artichaut a été influencée par la méthode suivie, la taille et
la densité des explants et la durée de culture sur le milieu. Ainsi, I'induction de la prolifération
des pousses axillaires, a partir de plantules provenant des graines germeées in vitro et
décapitées, a conduit a un grand nombre de pousses a partir d'un explant et fournit une
nouvelle technique capable de hausser le taux de multiplication des pousses axillaires pour la

culture de tissus de 1’artichaut.

L'utilisation de 0,1 mg/l de ’ANA + 1,0 mg/l de la kin dans le milieu de culture a
contribué a une meilleure prolifération et croissance des pousses dans la phase de
multiplication, chose qui nous a permis d’atteindre un taux de 7,56 pousses par explant au

cours des subcultures.

Le maintien de ce taux demande 1’adoption de certains paramétres lors de la phase de
prolifération a savoir : une taille des pousses de 1-1,5cm ; une densité des explants de 4

pousses par 132 cm? de surface de milieu de culture et une durée de génération de 4 semaines.

En ce qui concerne la phase d'enracinement, I'ajout d'auxine (ANA) dans le milieu
d'enracinement a une concentration de 2 mg/l est convenable pour la micropropagation de
l'artichaut. En outre, 1’addition du charbon actif au milieu d'enracinement est recommandée.
Les résultats ont également montré que pour arriver a enraciner les pousses, un passage de
deux semaines par le milieu d’¢longation doit étre effectu¢ dans la micropropagation de cette
espéce. Dans notre cas, ce milieu était celui de MS modifié additionné de la kin (0,5 mg/l),
I’AIB (0,1 mg/l) et le 2iP (0,01 mg/l).

Le travail de cryoconservation, que nous avons réalisé en stage sur deux variétés
italiennes d’artichaut (Grato et Campagnano), a mis en évidence I’effet du milieu de culture
sur la survie des apex en post-cryoconservation ainsi qu’un effet génotype rendant de ce faite
nécessaire le développement de protocole adéquat pour chaque variété. L’application de la
méthode de vitrification a abouti a des pourcentages de survie allant de 22,22 pour ‘Grato’ a

35,71 pour ‘Campagnano’.

Enfin au cours de ce travail, nous sommes parvenus a réussir la germination des graines
de I’artichaut et a améliorer nettement le taux de multiplication (7,56). En revanche, nos
expériences d’enracinement et d’acclimatation des pousses n’ont pas été satisfaisantes. Il
convient donc de poursuivre les travaux sur I’enracinement dans le but d’améliorer le taux

d’enracinement des vitroplants. Par ailleurs, les études relatives a l'acclimatation ex vitro
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pourraient étre menées en vue d'améliorer la survie des plantes dans cette phase et rendre la
production moins onéreuse, par exemple 1’étude de l'effet de substrat. Ce travail nécessitera
également la Vérification de la conformité des plants produits, pour s’assurer de la bonne

stabilité des caracteres au cours de repiquages successifs et de I’absence de vitrovariations.

Pour la cryoconservation, 1’étude des différentes solutions cryoprotectrices et leurs
effets sur les apex serait d’un grand intérét dans le développement de cette technique chez
I’artichaut. Des travaux de microscopie doivent étre également menés pour essayer de mieux
comprendre comment les cryoprotecteurs agissent au niveau des cellules apicales et des apex.
En plus, la qualité des plantes régénérées nécessite d’étre évaluée afin de déterminer si la

cryoconservation a un impact sur celle-ci.
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Annexe 1 : Préparation de la solution de Javel 1 %

On veut préparer une solution de javel a 1 % (10 g/1) a partir de I’eau de javel commercial.
Javel commercial est a 12°.

1°— 5 3,17 g/l de chlore actif
12, 38,04 g/l

Pour préparer une solution de 10 g/l on utilise I’équation de dilution :

Donc

CiVi=C#Vs
Vi:Cfo/ Ci

Pour préparer 100 ml de cette solution, on va prélever :

Donc on prend 26,29 ml de I’eau de javel commerciale, puis on compléete a 100 ml par I’eau

V;=10*100/38,04

=26,288 ml

distillée et I'on ajoute trois gouttes de Tween 20.

Annexe 2 : Composition du milieu de Murashig et Skoog (1962) et Gamborg et al.

(1968).
Murashig et Skoog| Gamborg et al. (1968)
(1962)
Macroéléments (mg/l)

Nitrate de potassium (KNO3) 1900 2500
Nitrate d’ammonium (NH;NO3) 1650 -
Chlorure de calcium (CaCl,.2H,0) 440 150

Sulfate de magnésium 370 250
(MgS0,.7H,0)
Phosphate de potassium (KH,PO,) 170 -
dihydrogénophosphate de sodium - 150
(NaH,PO,.H,0)
Sulfate d'ammonium ((NH4),SO,) - 134
Microéléments (mg/l)
Sulfate de manganése 22,3 10
(MnS0O,.H,0)
Sulfate de zinc (ZnSO,.7H,0) 8,60 2
Acide borigue (H;BO3) 6,20 3
lodure de potassium (KI) 0,83 0,75
Sulfate de cuivre (CuS0,.5H,0) 0,025 0,025
Molybdate de sodium 0,25 0,25

(NaQMOO4.2H20)

Chlorure de cobalt (CoCl,.6H,0) 0,025 0,025
(FeNaEDTA) 36,70 36,7
Vitamines (mg/l)

Acide nicotinique 0,5 1
Pyridoxine HCI 0,5 1
Thiamine HCI 0,1 10

Glycine 2,00 -
Myo-Inositol 100 100
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Annexe 3 : Composition de base pour la préparation de 1 litre de milieux de culture

(Initiation, multiplication, élongation et enracinement) (Tavazza :

biotechnologie, ENEA, ltalie).

MACROELEMENT

Produit Quantité en mg/l

NH4NO3 400

KNO; 800

MgSO,x7H,0 370

KH,PO, 170

CaCl, 150

Ca(NO3)2 x 4H20 1000

MICROELEMENT

Laboratoire de

Produit Quantité en mg/l
ZnSO, x 7TH,0 8,6
H3BO3 6,2
MnSQO, x 4H,0 20
CuSQO, x5H,0 0,25
NaMoO, x 2H,0 0,25
CoCl, x 6H,0 0,025
Kl 0,83 mg/l
FeEDTA 36,7 mg/l
Vitamines mg/Il
Myo-inositol 200
Thiamine 1
Pyridoxine HCI 0,5
Acide nicotinique 0,5
Glycine 2
Saccharose 30 g/l
Plant Agar 7 mg/l (nous avons remplacé ce produit par 0,3 % du
phytagel)
HORMONES
Hormones (mg/l) | Initiation multiplication élongation Enracinement
Kinétine - 2 0,5 -
AlIB 0,2 0,1 0,1 -
2iP - - 0,01 -
BAP 0,8 - - -
ANA - - - 2
pH 5,8

Autoclaver a 121°C pendant 20 min.
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Annexe 4 : Composition du milieu de multiplication d’E| Boullani et al. (2012).

composants Concentrations
Sels de Murashig et Skoog (Produit Segma) 4,3 g/l
Vitamines de Gamborg (Solution Segma) 1ml
Adénine sulfate 40 mg/l
Phosphate monosodigue 50 mg/I
Saccharose 20 g/l
Phytagel 0,3%
Kinétine 1 mg/l
AlIB 0,1 myg/l

Annexe 5 :

Article 1: Improved in vitro Micropropagation of Artichoke (Cynara Cardunculus var.
scolymus L.). European Journal of Scientific Research, (2012). 80(4) : 430-436.

Article 2 : Effect of decapitation and size of explants on in vitro multiplication rate of globe
artichoke. Acta Hort. (ISHS), (2013). 983:325-3209.
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Ahstract

An efficient protocol for in vitro mmliiphcation of globe artichoke (Cymara
cardunculus var. scolymus L.) accession Art 21 was developed using axillary buds obtained
from seedlngs demved from embryos. A ligh regeneration efficiency (V.36
shoots/explants) was achieved with axillary buds on a proliferation medium containmg 1
mgﬂhuehuandﬂlmgﬂﬂﬂﬁaﬂammnﬂlufapmalhlk,lemmﬂmnﬂﬁnm
seedlings. Decreasmg hght mifnﬂti,'fmmﬂ-ﬂ'tulﬂpEm 5" and reducing explant density
from 6-7 to 3-4 shoots per 132 cm” of culture medmm mncreased the rate of multiphcation
by two-fold. Stahstcally sigmificant differences were observed for prohiferation among four
shoot size categones (<1 cm, 1 to 1.5 cm, 1.5 to 2 cm and = 2 cm) with the highest rate
obtained with those of 1-1.5 and 1.5-2 em in size. To our knowledge, this is the first report
on the micropropagation of a Morocean plobe artichoke accession
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Keywords: Artichoke, Cynara cardunculus var. scelymus L, Plant regeneration, Axillary
shoot induction, Multiplication

1. Introduction
Globe artichoke (Cynara cardunculus var. scolymus) is a peremmal vegetable crop native to the
Mediterranean basin. This species has a complex sexunal reproduction. Vegetative propagation using
suckers from axillary buds 15 commeonly used for mmltiphcation. Howewer, the low rate of
multiplication and the potential for disseminating diseases are two major factors that hinder the
expansion and development of globe artichoke through vegetative propagation. These problems can be
partially cireumvented by in vitre culture. Progress has been made on the development of in vitro
culture protocels of globe artichoke. De Leo and Greco (1976) were the first to achieve in vifro
propagation using material derived from seeds. Harbaow et al (19382) developed a method of
mucropropagation and samitafion using menstem culture. Other authors obtamed satsfactory in vifro
multiplication rates but rooting of neo-formed shoots remained problematic (Moncousin 1921; Ancora
etal , 1981; Pecant et al, 1983; Moncousin and Ducreux 1984; Draow et al., 1993). Taking advantage
of new culture media (Tavazza et al., 2004; Eha et al., 2007), growth regulators (Tavazza et al., 2004;
Schneider, 2005) and mycorrhizal mocula (Futa et al, 2005), in vitre micropropagation was improved
for globe artichoke, facilitating the large-scale production of numerous cultivars and their clones.
However, rooting of micropropagated shoots remams difficult. A pre-rooting condibion (Moncousm,
1981; Brutti et al, 2000; Brutti et al., 2002; Apostolo et al, 2005) and the use of auxms at different
concentrations improved rooting although the rate never exceaded 80%. Using select shoots and B-
cyclodextnn, Dndi (2003) achieved 100% rooting at the 12th and 13th subcultures. Despite these
advancements, no mformation is available on the clonal propagation of globe artichoke cultivars grown
mm Morocco and, to our knowledge, all attempts to establish cultures using menstematic apices have
been unsuccessful

In the present work, we report a reliable protocol for in vifre multiphcation of a Moroccan
accession of globe artichoke starfing from seed-derived plants.

2. Materials and Methods
2.1. Plant Material and Culture Conditions

Seeds of Cymara cardunculus var. scolymus L. accession Art 21 were obtamed from a local nursery
(International Nursery, Tm Mansour, Agadir).

Seeds were soaked in stenle distilled water for 24 hours, surface-stenilized for 5 mun in 0.5%
(w/v) HgCl; and then for 15 mm m 1% (v/iv) NaOCl contaming a few drops of Tween 20, and finally
nnsed three times m stenle distilled water. The tegument of seeds was aseptically removed under a
stereo-microscope and isolated embryos were individually placed in test tubes contaming 20 ml of
Murashige and Skoog (MS5) medmm (Murashige & Skoog. 1962), supplemented with 30 g/1 sucrose
and 0.3% phytagel (germination medium). The pH of the medmm was adjusted to 5.6 prior to the
addition of phytagel and autoclaved at 121°C for 20 mun Cultures were meubated at 25£1°C with a
photopeniod of 16h hight. For Fm].ifmtinn of GO to G3 subcultures, a light intensity of 40 uEm-"57
was used while 20 pEm-"s” was utilized for G4 and subsequent subcultures. One month after
germination, seedlings were used for micropropagation experiments.

1.2, Axillary Shoot Induction and Proliferation

Seedlings were transferred on a medium contaming MS micro and macro elements supplemented with
Gamborg’s (B3) vitamns (Gamborg et al., 1968), 20 g1 sucrose, 1 mg/l mdole-3-butyric acid (IBA),
0.1 mg/1 gibberellic acid (GAs) and 0.3% phytagel (establishment medium). The pH of the media was
adjusted to 5.7 prior to antoclaving at 121°C for 20 min. All growth regulators were added to the
autoclaved media Proliferation was achieved with axillary buds obtained after six weeks of enlture by
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removing apical buds, leaves and roots from planflets. Explants were transferred on medum with MS
micro and maecro elements supplemented with BS vitanming (Gamborg et al , 1968), 20 g/ sucrose, 40
mg/l ademne sulfate, 50 mg/l of monosodmm phosphate, 1 mg/ knetin, 0.1 mg/l NAA and 0.3%
phytagel (proliferation medium). Axillary shoots that developed at the axils of leaves of plantlets from
which the apical buds, leaves and roots were removed were separated and further used to mduoce
multiple shoot buds by sub-culture on a fresh prohiferation medium. The tuft of shoots obtamed from
proliferation.

2.3. Effect of Explant Density and Size on Mulfiplication

The effiect of two explant densities (3 to 4 versus 6 to 7 shoots per 132 cm” area of culture media) on
the nmltiplication rate was tested nzmg shoots growing on proliferation medmm Simalarly, the effect
of explant size on axillary bud formation was assessed with four size categomes: <1 cm, 1 to 1.5 cm,
1.5t0 2 cm and = 2 cm. For each size category, ten shoots and three replicates each were transferred on
the proliferation mednmm . The nomber of shoots developed was recorded after 4 weeks.

2.4. Statistical Analysis

Analysis of vanance (ANOVA) was performed to test the sigmficance of the difference of mean
mumber of shoot per explant between generations. When significant differences were found (P=0.05), a
multiple comparison test of means (Duncan’s test) was caleulated.

1. Eesulis
3.1. Axillary Shoot Induction and Proliferation

Seeds of the Moroccan globe arhichoke accession Art 21 prodoced normal plants one week after
germmation. After 6 weeks of culture on the establishment medium, plantlets reaching 8 to 9 cm in
length with 10 to 13 leaves were prepared by removing apical buds, leaves and roots for shoot
induction Following transfer on proliferation medmm contaiming 1 mg/l kinetm and 0.1 mg1 NAA,
the axillary buds emerged from the axils of leaves and developed mio axillary shoots within 5 weeks.
An average of 17 axllary shoots was obtamed per explant of the first generation (GO) (Figure 1),
whereas explants for which apical buds, leaves and roots were not removed failed to produce mmltiple
shoots.

Fipare 1: Indurtion of axillary shoots of plobe artichcke on the proliferation mednm contaming 1 mg/l
kmetn and {).] mg/l NAA & weeks after sub-colhure (bar = 1.5 cm)

subculiures (G1 to G11) were camed out without removal of apical buds and leaves
(figure 2). As a result, the mumber of shoots was drastically lower (Table 1).
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Table 1: EEMdﬂmmmW@Mmm&mmﬁmmllmﬁm

generations.

MNumber of Explanis (po.) Mean number of shoots
] ETT] 1n
Gl 30 65T
G2 0 2 88"
&3 N 233*
G4 30 gk
G5 30 733
Gt 30 6.33%
G7 30 75"
GE ] a5
Go 30 7.66"
G0 N 933
Gl11 30 933"

Mesns followed by the same letter are not sipnificantly different sccording to Doncans test (P={0105).

The mean mmltiphcation rate was 7.56 buds per explant for 12 generations (G0 to G11) (Table
1). Reducing the light intensity from 40 to 20 pEm” 5™ increased the multiplication rate from 2.8 to
more than 6.5 shoots over three generations. High hight intensity substantially increased the mumber of
necrotic leaves and decreased the number of newly formed shoots (data not shown). Also, reducmg the
explant density from 6-7 to 3-4 explants per 132 cm® of growth area increased the mmltiplication rate
from 3 to 6.3 shoots. Our prohferation medium confammg monosodnm phosphate and ademine sulfate
improved the nmltiplication rate and shoot quality compared to the same medmm without these two
compounds, as described by Lauzer and Vieth (1990).

Figure 2: (3} Shoots of the G0 generation of globe arbichoke accession Art 21 oo proliferation medmom. (b)
Tuft of Gl generation after 4 weeks coliore of the encircled zhoot (3) used as explant for

multipheation; bar =1 em.
Xl;\

-

—

3.2. Effect of Size

Usmg four shoot size categones for subcultures, 7.73 and 7.30 shoots per explants were obtained for
the 1-1.5 cm and 1.5-2 cm size catepones, respectively (Table 2). In contrast, only 276 shoots were
obtamed for the = 2 cm size category, hikely as a result of apical dommnance, which mhubits the
formation of adventitious buds. Only 1.06 shoot was obtamed for the < 1 cm size category, of which
26.6 %% became nectotic after two weeks of culture (Table ).

Table }: Size effect of globe arbchoke explants on shoot indoction oo prohferation medmm

Size of explants (cm) Explants (no.) Number of shoats +
=1 30 L.06=+ 083
1-15 30 773+ 138°
1.5-2 30 730+ 105°
=1 30 2,76+ 1.01%

Vahes are means £ S0 of three experimenis with each experiment consisting of 30 explants. Means followed by the same
letier are not sipnificantty different according to Duncan's teat (B=0.05)
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4. Discussion

Vegetative propagation using suckers, offshoots and ovoh 15 a common practice for C cardunculus
var. scolymus L. but the multiphcation rate 13 low (4-7 offshoots per plant/year) due to the
heterogeneity of the plants and the dissemmation of pathogens is facilitated (Foury, 1976). Jn vifro
micropropagation 15 more adapted for a rapid mmltiplication of healthy plants. Several explants are
used to imtiate i vifro cultures but shoot tips are the most widely nsed to produce vinus-free globe
artichoke plants. However, difficulties m explant disinfection have prompted some researchers to nse
seeds for culture imtiation. In our work, mmltiplication expermments were performed with I
derived from embryo germimation on MS medium. Femoval of apical buds, leaves and roots from
seedhngs was very effective to produce multiple shoots, as shown by the production of 17 buds per G0
plant. Thus, the apical dommance of the termunal bud was broken and axillary leaf buds developed into
new shoots, hkely because auxin production in the shoot apex mhibited the outgrowth of axillary buds
(Thmann and Skoog, 1933). The mportance of explant preparation for the production of axillary shoot
explants was also reported for pepper (Sanatombi and Sharma, 2007).

Onr prohferation mediom contained NAA and kinetin as growth regulators. The importance of
kinetin to mduce bud formation was reported for globe arfichoke by many researchers (Ancora et al
1981; Bigot and Foury, 1984; Lauzer and Vieth, 1990; Pécaut and Martin, 1993; Morzadec and
Hourmant, 1997; Bruth et al., 2000; Tavazza et al., 2004; Apostolo et al., 2003; Schneider, 2003;
Bekheet, 2007).

Our resuliz on the addibon of monosodmm phosphate and ademne suolfate dunng the
proliferation phase are consistent with those of Lauzer and Vieth (1990), who demonstrated the
positive effect of these fwo compounds on buddmg. These authors obtaned 3.6 shoots per explant
using 100 mg/1 of inositol and 0.4 mg/l of thianune az vitanuns in the proliferation mediom.

The decrease of light intensity to 20 pE.m™” 57 has ncreased the nmitiplication rate by reducing
the brownng of shoots. This rate was also mmproved by redocing the density of explants per umit area
(3 to 4 explants/132 cm®). This low density is in favor of better nutrition of explants and a decrease of
exudates concentration from shoots.

The nmltiphication rates obtained in this work are smmlar or supenor to those previously
reported by Debergb et al. (1981), 1.2 to 3.43; Ancora et al (1981), 1.65 to 4.5; Dndi (2003), 1.9 to
4.5; Elia et al. (2007), 1.3 to 4.5; Brutti et al (2000), 1 to 5; Lauzer et al. (1990), 1.4 to 6.4; Schneider
(2005), 1 to 7, and appeared to be mamtamed durmg subculiures. The highest nmltiplication rate of
globe artichoke accession Art 21 was obtained with explants of 1-1.5 em in size.

3. Conclusion

To date, protocols commonly used for the in vifro multiphication of globe artichoke are not satisfactory
for Moroccan cultivars. In this work, we report a mmeropropagation protocol for Moroccan globe
artichoke accession Art 21. Our results clearly indicate that removal of apical buds, leaves and roots of
seedhngs, in the first step of in vitre culture, increases the development of axillary buds. In addition,
explants of 1-1.5 em in size were optimal to prodoce 7.56 shoots per explant dunng subeultures. The
method reported m this study can be used for a rapid and large-scale propagation of globe arbichoke
accession Art 21. Further work is needed to improve rooting and establishment of plantlets i the
greenhouse.
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Abstract
Growing demand for plants of globe artichoke (C mlm _cardunculus var.
scolymus L.) made it necessary to find a rapid method o ation for this

Eant. In vitro micro lnplglutmn is an alternative procedure fnr obtaining healthy,
igh quality and uniform clones, important to increase the cultivation area of this
ecies. The contamination problem and low in vitro multiplication rate still remain
e limiting factors. The objective of this study is to obtain healthy plants of globe
artichoke via in vitro culture with a hi mnlhphtahun rate.

In this work, we report an efficient protocol for in vitro multiplication of
globe artichoke using ‘decapitated’ plantlets (removal of apical buds, leaves and
roots) and axillary shoots as explants for multiple bud induction. The size of shoots
that may control shoot induction was studied.

To establish the in vitro culture, plants derived from disinfected seeds were
cultivated on MS medium containing 1 mg/L IBA and 0.1 mg/L. GA;, followed by
their deca rratmn and subculture on proliferation medium containing 1 mg/L
kinetin and 0.1 mg/L. NAA. In order to study the influence of explant size on shoot
proliferation, four shoots size categories (<1 ¢m, 1 to 1.5 cm, 1.5 to 2 cm and =2 cm)
were evaluated.

The results show that decapitation of seedlings influenced the efficiency of
shoot induction. The greatest propagation ratio (shoot proliferation) was obtamed
with ‘decapitated’ explants (17 shoots per explant). The multiplication rate obtained
in this work over twelve gemerations was 7.56. Statistically significant differences
were observed for proliferation among the four shoot size categories and the highest
rate obtained with those of 1-1.5 cm in size.

c:?lfh&%::k ( cardunculus ) ed vel
e (Lynara nenlus var. scolymus) 1s agat at
usually by suckers from a%]laryhuds This g:ahunt:s facing tﬁr;r?xpm%n]aur v%‘::us A
hinder the expansion and development nlgrt%ls culfure: low ratio of pmpagahnu a.ud
dissemunation of diseases. These problems can be parhally solved by m wifro culture
techmiques. Some mferesting work has contributed to ESE n anding the in
vitro cultivation of globe artichoke. De Leo and Greco FIQ &) were the first to approach
thI—I:ﬂgmblm of m vitro 5:: gation of this plant usmg matenal denved from seeds.
aomi et al. (1982) a method of mucr ation and samitation
meristem culture. Mum:uusm (1981), Ancora et al r:%:mgﬁ Pecaut et al (1983),
Moncousin and Ducreux (1984) and Draow et al. (1993), obtained sabisfactory m vitro
multiplication rates but the roots of neo-formed shoots has always been a handicap to the
u:levelnpment of this techmque. Taking advantage of new composition of culfure medmm
(Tavazza et al., 2004; Elia et al_, 2 . new hormones (Tavazza et al., 2004; Schneider,
2003) and m}cnthzal inocula (Futa et al., 2003), in vitro DICTOPTOPa atiom tec ues
have been developed allowmg large-scale pmduchun of ncropropagated clones of
artichoke. Dndi (2003) Schneider (2003) managed to mmprove the rate uf
multiphication; they have provided answers to the problems of recalcitrance to rooting and
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acclimatrzation. However, there is no available mformation about a method for clomal
propagation of globe artichoke cultivars cultivated in Moroceo.
In the present work, we an efficient protocol for mn vitro multiphcation of

mmm ical buds, leaves and roots and the best sizes of
used for the pro mmtrnm]im‘enfﬂnsplmt
T]E:hmhpnmn’rufamwm of culture mediom the effect of removal
of apical buds, leaves and roots of e plantlets and the best s1zes of shoots used for
the prohferation step are detaled.
MATERIALS AND METHODS
Seeds of the Cynara cardunculus var. L. accession Art 21 were obtamed
from a local (Infernational Nursery, Tin Mansoor, Agadir, Morocco). For

dismfection, were soaked in stenile dishlled water for 24 hours, surface-stenhized

for 5 mm m 0.5% (w/v) HgCl; and then for 15 nun m 1% (w/v) NaOCl contaming few

g;ggnfTwemll} mdﬁnall}rﬁmehnﬂrmmdmstmﬂedmhlbdmtﬁ Tegument of
wﬂrmuwadmdmhted mtﬂfhﬂ:ﬂ!

20 ml of l!.l'ﬁlf

with 30 ﬂi'f-"q': TIE; nfﬂle was
_]mtedtnﬁﬁhefm'e uddltmnnf autoclaved at 121°C for 20 mun
medmm). Cultures were incubated at 25+1°C with photopenod of 16 h hght

m:h’ahghtmtenmtjnfdﬂpﬂmz&ﬂnenmnﬂlafhgmmmhmsmdhngxmmad

T]EB&ﬂihngswemhnnsﬁsmdunﬂmﬂtabhshmtmadlmnmhmmgMﬂmm
and macro elements ted with Gamb (B5) vitamins (Gamborg et al , 1968),
Zﬂ sucrose, 1 mdole-3- ca:td%},ﬂlm?lgltbﬂﬂhcmd(ﬁﬂﬂmd

phj'tagﬂ_'l'hepanﬂEm was adjusted to 5 or autoclavimg. After six
weeksplanﬂetsm ’mdﬂleexplmtﬂnhmmdwmhmsﬁamdun

10m medmm with cro and macro elements with B5 wvitamms
et al, 19153},1[] sucrose, 40 s:.ﬂ.fate,jﬂmgﬂ_.uf
mmusn phosphate, 1 kinetin, 0.1 Aﬂ.mﬂﬂj‘}iphym‘gd.

shoots developed, were separated and used for ol shoot bud mduction by
m.i:—culmrennufrmhpmhfemtmmﬂdlmmmﬂnf ots obtamned durmg the

on stage (from adventitions buds), were separated and transferred on the same

medmum for further proliferation. Ten shoots and three repetibons were used. The

nnm]:-erml of shoots per plant was recorded after 4 weeks of culiure, m each sub-
tome.

To siudy the mfluence of explant size on axllary buds mduchon (formation),
shoots growing on prohiferation medium, were used in subsequent expermments. Four sizes
categones (cat) were evalnated (<1 em, 1to 1.5 em 1.5 to 2 cm and =2 cm). For each
zize, ten shoots and three repheates each were transferred on the proliferabon medmm
The ﬁmlnﬂh:}m' wa\.s"ﬁ_] pizm " the sigmfic difference

of vanance was to test ance
nfnmnnmyg::rnfshnnt explant between penerations. When sipmficant differences
were found (P=0.05), a multiple companson test of means (Dhncan’s test) was calcolated

RESULTS
Shoot Indeciton and Proliferation

ccan globe artichoke accession Art 21 seeds adnunnalplamsme
week after ' After 6 weeks of culture on the
1 mg/L and 0.1 Eﬂ.gplmﬂetsreadlmgﬂtngmlm mﬂllﬂ‘ml
leaves were “de ° for shoot mdoction and transfer on medmm

andﬂ.l mg/L NAA, the axillary buds emerged from the axils
ufﬂlehamﬁ[‘ shoots within 3 weeks. An average of 17

shmtswmuhtamadfmmuch ‘decapitated’ explants (G generation), whereas the no
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‘decapitated’ ones failed fo produce nmlh shoots. The subeultores (G, to Gy,)
were camed out without “decapatation’. The Gy, G; and Gy were charactenzed
hyadrﬂﬁ:dﬂnusemﬂlemmbernfshmmlrudmxdﬂable 1). To solve this
were made to plant growmng conditions such as: a) the number of plants

mmmm‘s_ plants per jar of 6 cm of diameter; b) the hight mtensity redoced from 40 to
20 pE/
Eueﬁnaslﬂl}mshwedapummeﬂ'&:tmhlﬂng Additon of monosodmm

quntemduﬂmnuesnlﬁtemﬂmpmhfmahnnmdmmhmmpmwdmmlphcanun
rate and shoot umﬁmﬂmmamdlummthmﬂﬂﬁelﬂttwu

Theam

{data not this mmltiplication rate, caleulated on the basiz twehe
wﬁum,wﬂ?iﬁ shmtspermplant
Effect of Size

Uzmg the four shoots size categories (<1 cm, 1 to 1.5 cm, 1.5 to 2 cm and =2 cm)
as staring material for subculture (Fig. 1), the results showed that plant sizes between
1 and 2 cm give nse to 100% of recovery with a muomber of shoots per explants of 7.73
{1-1.5 cm) or 730 (1.5-2 cm) ﬂﬂ[ﬂmhngﬂllﬂﬁﬂﬂﬂgﬂlﬁfrah]ﬂlfx

for the extreme cate 1t was observed that size over 2 cm produced
an average of 2.76 shoots I :ﬁ: apical donmunance, which inhibits the
ufadw.nnhmshuk,wlnle ots than 1 cm give nse to the lowest number of
iﬂﬂphﬂﬂfﬂhﬂhlﬁﬁ“ﬁbm&mnﬂ:mﬂﬂmwﬂﬂfm
{Table X}

Dmml?lﬂnﬁminmhphcahnn performed on the mgs denved
UL W were on the seedlings

from the nfmn]:ryusnn mdm_mcmﬁm—mvalnfqm:alhnds,
leaves roots of these very effective; this 13 by the large
mmber of buds obtained 1n Gy (1 Thﬂ,ﬂlﬂlp}:!ldunnnmmuf terminal bud was
broken and axllary leaf buds developed mmnewshmﬁk hﬁ:mﬂaamn

m the shoot apex mhbited the outgrowth of uog,]mﬁﬁ_
Thennpmtanmufexplantpepanhnnfmtbepmﬂmhunufm]lm]rshmt

alsnrepm’mdfm (Sanatumhmdﬂhmma,zl}l}?}

E:]m NAA and kinetin used as plant prowth
ﬁ e ot phane]:u?@falread;lr]mbgggpmﬂft:rglube
arbichoke mymmenchem(ﬁnmmetul 1981; Lanuzer and Vieth, 1990; Pecaut and
Martin, 1993; Mmzadﬂ:demnmleﬂﬂ? Emﬂletal 2000; Tavaﬂaeta]_ 2004;

eta]_ 2005; Schneider, 2005; E&lﬁﬂtlﬂ?}.ﬂﬂ'rﬂm]ﬂmnuﬂmngﬂm
ufnmusudumphusphateandmhnnesnlfntedmmgﬂnpmhfmznunlﬂlmem
ummstmtwﬂthmeuf[mzerand\ﬁeﬂl(lﬂﬂﬂ]

phcation rates obtammed m fhns work are smmlar or to those
regm‘la‘l by Ancora et al (1981}, 1.65 to 4.5; Dndi (2003), 1 4 5; Elia et
u].{!ﬂﬂg 4.5; Brutti et al. {2000), 1 to 3; memd?aﬂl[lgﬂﬂ} 141‘054

Schoeider (2003), ltﬂ.'nir and appeared to be mammtamed during sobcultures. The
mmlir hmhmmhufglubemtchnkea:mﬁmllmnhtﬂmedwﬂhexplmtsuf
1-1.5 and 1.5-2 cm 1n size. Thas last category 1s less interesting compared to the first one
becanse 1t takes a longer tme m culture.
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Tables

Table 1. Mean number of globe arfichoke shoots per explant obtamed for each generation

Number of generation Explants (no.) Mean number of shoots per explant
Go 30 170
Gy 30 657"
G 30 288
G 30 233
Gs 30 5*
Gs 30 733"
G 30 633"
Gr 30 7.5°
G 30 0.5°
Gs 30 7.66°
Gy 30 933
Gy 30

Table 2. Size effect of globe artichoke explants on the shoots induction on prohferation
mednm.

“Size of explants (cm) Explants (no.) Number of shoots per explant = 5D

=1 30 1060 83°
1=5=1.5 30 T.73£1.28°
1.5=5=1 30 T30x1.05°
=2 30 2.76+1.01°

Values are means = 51 of thiee EXparments With each eXperment CONSISORE of 30 explants.
Ideams followed by the same letier are not significanity different according to Dancan’s test (P=0.05)

Figures

Wﬁ ~ 4,,:_ ;
r:- ’ ¥ tdvl?? MW’” "

Fig. 1. Globe arfichoke shoots with different sizes nsed for i vitro propagation. The scale
om the right and on the left indicate the size in cm {cat. 1; <1 cm; cat. 2: 1to 1.5
cm; cat. 3: 1.5 to 2 cm; cat. 4: =2 cm).
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Annexe 6 : Protocole suivi pour la culture d’explants qui sont & Porigine des pousses

utilisées en cryoconservation

Enlevement des
feuilles externes

Lavage sous Conservation d’'une
I'eau du robinet partie apicale de 2 cm

-

Plantes d'artichaut

Mise en culture des Enléevement des parties externes Désinfection selon le
explants  sur  le (feuilles et partie basale) qui ont protocole de Tavazza
milieu d'initiation été en contact avec les solutions etal., (2004)

de désinfection o

1- Protocole de désinfection du matériel végétal (provenant du champ) (Référence :
Tavazza et al. (2004))

1- Parties apicales de 1 a 2 cm (prélevées sur plantes issues du champ ayant une taille de
20 a 30 cm)

2- Lavage a I’eau de robinet

3- Enlévement des feuilles externes

4- Immersion dans HgCl; (5 g/l) pendant 3 min

5- Trois lavages a la solution antioxydante (I’acide ascorbique et 1’acide citrique)

6- Traitement par une solution commerciale d’hypochlorite de sodium a 20 % NaOCI
pendant 15 min (1,5 % CI) (1 :5)

7- Premier lavage rapide

8- Rincage trois fois a la solution antioxydante

Aprés la désinfection, les explants sont gardés dans la solution antioxydante jusqu’a
I’utilisation.

2- Protocole de mise en culture de ’apex d’artichaut

1- Enlever les parties externes (feuilles et partie basale) qui ont été en contacte avec les
solutions de désinfection en utilisant une boite de Pétri et des pinces stériles ;

2- Garder une zone apicalede 0,5a1cm;

3- Mise en culture de I’explant sur le milieu d’initiation (voir annexe 3) ;

4- Placer les bocaux en chambre de culture et les couvrir avec du papier aluminium
pendant deux ou trois jours ;

5- Enlever le papier aluminium et laisser les explants deux ou trois semaines dans ce
milieu ;
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6- Trois semaines apres, on change le milieu d’initiation par celui de multiplication (voir
annexe 3).

— Les apex des pousses obtenues en phase de multiplication sont utilisés pour la
cryoconservation

3- Préparation de la solution antioxydante (acide citrique 15 mg/l ; acide ascorbique 10
mg/l)

Pour 50 ml :
Acide citrique : 7,5 mg
Acide ascorbique : 5 mg Autoclaver et conserver a I’abri de la lumiére

H,0 distillée : gqsp 50 ml

Annexe 7 : Composition des solutions pour la vitrification
Solution de vitrification (Plant Vitrification Solution 2 : PVS2)
Macroéléments de Murashige et Skoog

Microéléments de Murashige et Skoog Poudre commerciale (Duchefa
Biochimie) a raison de 4,4 g/l

Vitamines de Murashige et Skoog

Saccharose 136,8 g/l
Glycérol 237,6 ml/l
Ethyléne glycol 135 ml/I
DMSO 136,6 ml/I
pH 5,8

Stérilisation par filtration (0,2 pm)

Composition du milieu MS liquide a 1,2 % de saccharose
Macroéléments de Murashige et Skoog

Poudre commerciale (Duchefa

Microéléments de Murashige et Skoog Biochimie)  raison de 4.4 g/

Vitamines de Murashige et Skoog
Saccharose 12 g/l
pH 5,8
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Annexe 8 : Composition des milieux de culture utilisés pour la régénération des apex

apreés la cryoconservation.

Composition du milieu MS a 0,3M de saccharose

Macroéléments de Murashige et Skoog

Poudre commerciale (Duchefa

Microéléments de Murashige et Skoog Biochimie) 4 raison de 4.4 g/l

Vitamines de Murashige et Skoog

Acide ascorbique 10 mg/I

Saccharose 102,6 g/l

Phyto Agar 7 g/l (Duchefa Biochimie)
pH 5,8

Composition du milieu MS a 0,03M de saccharose.

Macroéléments de Murashige et Skoog

Poudre commerciale (Duchefa

Microéléments de Murashige et Skoog Biochimie) 4 raison de 4.4 g/

Vitamines de Murashige et Skoog

Acide ascorbique 10 mg/I

Saccharose 10 g/l

Phyto Agar 7 g/l (Duchefa Biochimie)
pH 5,8

Composition du milieu MS modifié a 0,3M de saccharose
Macroéléments, microéléments et vitamines de MS modifié décrits par Tavazza et al. (2004)

(voir annexe 3)

Acide ascorbique 10 mg/I

Saccharose 102,6 g/l

Kinétine 2 mg/l

AIB 0,1 mg/Il

Phyto Agar 7 g/l (Duchefa Biochimie)
pH 5,8

Composition du milieu MS modifié a 0,09M de saccharose

Macroéléments, microeléments et vitamines de MS modifié décrits par Tavazza et al. (2004)
(voir annexe 3)

Acide ascorbique 10 mg/I

Saccharose 30 g/l
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Kinétine 2 mg/l

AlB 0,1 mg/l

Phyto Agar 7 g/l (Duchefa Biochimie)
pH 5,8
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