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Résumé

La callogenése chezicer arietinum étant définie de nature récalcitrante, une éasientreprise afin de déterminer les conditions
favorables a une expression optimale du pouvoiogahe. Des explants d’entrenceuds et de foliole$ giénotypes de pois chiche, ICC 3996
C, Zouaoui, INRA 199 et Bousahla sont mis en calsur le milieu MS (Murashige et Skoog) additiomieébalances hormonales d’auxines
(acide 2, 4- dichlorophenoxyacétique, acide naphstique) et de cytokinine (6 benzylaminopurinéanklyse des résultats obtenus aprés un
mois de culture révele l'influence des effets indiiels et interactifs des trois facteurs, génotygmyrce de I'explant et la combinaison
hormonale choisie. Le génotype Zouaoui a montrémaileure réactivité par rapport a ICC 3996 C, NR99 et Bousahla. Les explants
d’entrenceuds se montrent plus callogene que léslgel Une meilleure callogenése est obtenue aeeanilieux de culture additionnés
d’auxine et de cytokinine combinées (MS7, MS14) paré a ceux contenant seulement des hormonesiguesnMS1, MS5, MS11).

Mots clés Cicer arietinumL., entrenceuds ; folioles ; génotype, régulateersrdissance

1. Introduction de tissusin vitro ont permis l'apparition de plantes a
caracteres intéressants [4]. La culture de tigsatgmment la
callogenése peut induire une variation somaclonale
variabilité génétique, source de caractéres irgargs pour
I'amélioration des plantes [5]. Cette voie promese
nécessite cependant la mise au point d'un protocole
standardisé et fiable. Chez les Iégumineuses tebdis
chiche, ceci reste difficile vu leur nature récauite [6; 7].

De nombreux travaux traitant l'initiation de la loglenése
chezCicerarietinumrapportent ce phénomene [8; 2; 9].

Le pois chiche Cicer arietinum L.) est une importante
[égumineuse cultivée sur environ 10 millions d’'laees, a
travers le monde, avec une production annuelleimale de
8,28 million de tonnes [1]. C’'est une source dad@nes, de
vitamines et de minéraux pour la consommation hoeai
notamment dans les pays en voie de développemelgsol
protéines d’origine animale sont souvent inaccéssipour
les larges couches sociales. C'est également utarecu
intéressante en agriculture alternative dans legs pa
industrialisés vu sa capacité a fixer prés de 7@t arote
atmosphérique grace a une relation symbiotiqudiétalec
Rhizobiunriceri [2].

Malheureusement, et malgré la large demande, la
production de pois chiche n'a pas augmenté durast c
derniéres décennies spécialement dans les paysashinb
méditerranéen [3], sous l'effet de facteurs biatiguet
abiotiques. Les efforts fournis pour y remédieravers les
moyens de sélection traditionnels restent insuffsat

Ainsi, un protocole de callogenése permettant
I'application des techniques de biotechnologie ddas
transformation et la sélection de plantes résistaatix stress
est nécessaire.

L'initiation de la callogenése dépend de plusidacseurs
comme la nature et la concentration des régulateers
croissance ajoutés au milieu de culture, le gémosples
explants testés [10; 11]. Le but de ce travail déétudier
I'effet de ces facteurs sur I'induction de la fotioa de cals
pour déterminer les conditions favorables a laogaihése

doivent étre assisté par les outils modernes de la chezCicer arietinumL..

biotechnologie. Les récents progrés en cultureetleles et
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2. Matériel et méthodes
2.1. Le matériel végétal

Les graines de quatre génotypes de pois chiche 3896
C, Zouaoui, INRA 199 et Bousahla sont utilisées rpou
fournir le matériel végétal.

Elles sont mises en culture dans des pots de 12 o,
contenant un mélange de terre et de terreau (3, v
autoclavé, a raison de 3 graines par pot. La aikst menée
sous serre, ou les plantes sont arrosées quotedigamt.
2.2.Les milieux de culture

Nous avons utilisé le milieu Murashige et Skoog][12
(MS) de base, additionné de 5 différentes combamais
hormonales (Tab. 1). Les différents milieux cortiemnt
30g/l de saccharose et sont solidifié avec 10gibar. Le
pH est ajusté a 5,8 avant autoclavage.

Tableau 1 Combinaisons hormonales ajoutées awnhli pour
l'initiation de la callogenése ché&icer arietinum

Hormones (mg/l)

Milieux 2,4-D ANA BAP
MS1 2 - -
MS5 - 0,5 -
MS7 0,5 - 1
MS11 2 0,5 -
MS14 - 0,5 2,25

2.3. L’induction de la callogenése

L'initiation de la callogenése est établie a parti
d’explants foliaires d’environ 8x5 mm et d’entrerdsude 5
mm de longueur, prélevés de plantes agées de Qgreesn
lls sont désinfectés par immersion dans de |'éthan@0°
pendant 30 secondes, puis dans une solution d’hjqite
de sodium a 5% pendant une minute et enfin rimoés fois
avec de I'eau distillée stérile.

2.4, Dispositif expérimental et conditions de culture

Les deux types d'explant des quatre génotypegdest
sont répartis suivant un dispositif randomisé aamaide 10
explants par combinaison hormonale et 05 répétition

indépendantes, soit 50 observations pour chaqitenrent.
L'incubation est réalisée a 25° C % 2 sous une qgid@iode
de 16 h lumiére / 8 h obscurité.

La réponse des explants est suivie régulieremdreftet
des différents traitements est évalué apres quatmaines.
Le pourcentage est calculé sur la base du nombrealde
formés par rapport au nombre total des explantéges
3. Analyse statistique

Les pourcentages de cals formés a partir des dges t
d’explants des différents génotypes sont analysésegau
logiciel Statistica version 10. Une analyse de arzoé est
d’'abord effectuée pour évaluer la significativitésdeffets
testés, puis le coefficient de corrélation de rdagpearman
est calculé pour évaluer la relation entre letefas testés et
la callogenése, et son niveau de significations m®yennes
sont comparées par le test de Tukey HSD (Honestly
Significant Difference) afin de déterminer les gves
homogénes a=0,05.

4. Résultats

Les milieux testés avec les différentes balances
hormonales ont induit la formation de cals a padas
explants d’entrenceuds et de folioles chez les étgpas de
Cicer arietinumtestés, ICC 3996 C, Zouaoui, INRA 199 et
Bousahla. Dés la premiére semaine, les explants emis
culture montrent une réactivité aux milieux de erdt Les
explants de tiges se gonflent sous l'effet de s
cellulaires internes qui abouti a I'apparition gigtits amas
de cellules ou cals sur I'explant

Pour les folioles, cette formation peut concermerd la
surface du limbe, le long de la nervure principale les
zones d’excision. Aprés quatre semaines, les aainés
présentent des caractéristiques variables ave@reliffes
couleurs et textures selon la combinaison hormoajalatée
au milieu. Les cals formés sur le milieu MS7 sarghiie de
couleur jaune a verte, durs vert foncé sur MS14y.15i
petits hydratés, beiges sur MS1 et MS11 et petiges a
surface dure sur le milieu MS5.

Une différence significative est observée dangfmonse a
I'initiation de la callogenése chez les entrenceatides
folioles des 04 génotypes testés, avec un pouenariant
entre 0 et 100%. Les résultats obtenus sont repéspar la
figure 2.
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.

Fig. 1: Aspect des cals issus de folioles (F)ge<i(T) deCicer arietinumapres un mois de cultuie vitro
sur le milieu MS additionné de différentes comisinas hormonales sous une photopériode de 16h
lumiére /8h obscurité & 25°C+ 2.
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Fig. 2 : Pourcentage des cals formés chez lesrertrds et folioles de 04 génotypes de pois chiclsegmculture sur le milieu MS
additionné de différentes balances hormonales
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L'analyse de variance (Tab.2) montre que l'inibatide hormonale choisie et également de I'effet intefatgices
la callogenése cheZicer arietinumdépend du génotype trois facteurs réunis (Tab.2).
utilisé, de la nature de I'explant testé, de laabek

Tableau 2
Analyse de variance de I'effet des régulateursrdissance sur la callogenése chez les foliolessetmtrenceuds de 04 génotype€ider arietinumL.

Effets Somme des carrés ddl Carré des moyennes F P

Génotype 3922,3 3 6285,23 14,22 0*
Explant 35755,6 1 24185 54,74 (0

Milieu 7656,1 4 6646,32 15,04 0*
Geénotype*Explant 16122,2 3 2185,83 4,94 0,00273*
Génotype*Milieu 14277,8 12 1825,39 4,13 0,00002*
Milieu*Explant 9277,1 4 1291,37 2,92 0,02344*
Génotype*Milieu*Explant 18387,3 12 3309,24 7,49 0*

Significatif aa= 5%.

Tableau 3
Matrice de corrélation de Spearman de la callogné génotype, explant et milieu de culturésétd chez le pois chiche

Génotype Explant Milieu Cals

Génotype 1.000

Explant 0 1.000
Milieu 0 0 1000
Cals -0,163 0.227" 0,226° 1,000

= Significatif a p<0. 001
+ Significatif & p<0.05
Tableau 4
Pourcentages des cals obtenus chez les 04 géndigPéaser arietinummis en culture

Genotypes Folioles Entrenoeuds Moyenne par génotype
ICC 3996 C 44 ab 58.5a 513 a
Zouaoui 36a 824D 59.2b

INRA 199 26aa 418ac 339c
Bousahla 24.a 45¢ 349c¢
Moyenne par explant 45 a 61.7b

Les résultats sont des moyennes de cals obtenues4agemaines de culturevitro de folioles et de tiges de 04 génotype<ar arietinum
Sur la méme colonne, les valeurs suivies de letinedogues ne sont pas significativement diffésergelon le test HSD de Tukey a< .05
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3.1 Effet du génotype sur I'induction de la callngse
L'initiation de la callogenése chez le pois chisleenble
étre fortement liée au génotype testé (p<0.05 POWA,
Tab. 2). Une corrélation significative est obsereéée ces
deux facteurs (r =-0.162, p<0.05 Tab. 3). La comaisan
des moyennes par le test de Tukey (Tab.4) révééelau
différence entre les moyennes obtenues chez les 04
génotypes mis en culture est significative. Trgisupes
homogeénes peuvent étre distingués. Le génotype alibua
montre un potentiel callogene élevé avec 59,2% als ¢
formés, suivi du cultivar ICC 3996 C avec 51.35%sL
cultivars INRA 199 et Bousahla se révelent moirectiés
avec 33,9 % et 34,9% de cals produits respectivemen

3.2. Effet du type d’explant sur la callogenése

Le choix de [I'explant influence significativement
l'initiation de la callogenése chefCicer arietinum L.
(p<0.05 par ANOVA, Tab. 2). Par ailleurs, il estsebvé
que le coefficient de corrélation de rang de 8pea pour
ces deux facteurs, est hautement significatf0(227,
p<0.001, Tab. 3). L’étude discriminative des moy&Enae
cals produits selon les deux types d’explants étitiontre
que l'expression du potentiel callogene est éldwézdes
entrenceuds comparé aux folioles. Ainsi, 61.7%
d‘entrenceuds mis en culture ont formés des caltedb
% chez les folioles (Tab. 4).

63

3.3. Effet de la balance hormonale sur la callogené

Les régulateurs de croissance additionnés au mileu
culture ont un effet significatif sur le déclencheh du
processus de formation de cals (p<0.05,Tab.2)résdtats
obtenus indiquent que la corrélation entre ces dacteurs
est hautement significative (r=0.220, p<0.001, Ta&l.
Toutes les combinaisons hormonales testées induisen
initiation de la callogenése, cependant, selomégenne
des cals formés a partir des entrenceuds et foliblezs tous
les génotypes confondus (Tab. 5), des différences
significatives sont relevées. Les milieux regroupane
auxine (2,4-D ou ANA) et une cytokinine (BAP),
permettent d'enregistrer des taux de callogenéseésl
C’est le cas des milieux MS7 contenant 0, 5 mg/2dé-D
et 1mg/l de BAP et MS14 avec 0, 5 mg/l ANA et 22§/l
de BAP ou le pourcentage de cals produits atteint
respectivement, 68,10 % et 48,72 %. Néanmoins, les
milieux incluant seulement des hormones de typénague
tels le milieu MS1 avec 2 mg/l de 2,4-D, MS5 coiat@n0,
5 mg/l d’ANA ou MS11 avec 2 mg/l de 2,4-D et 0,5/ing
d’ANA, montrent une diminution dans les pourcentade
cals formés avec respectivement 35,93 %, 33,05 % et
39,69% (Tab. 4). Par ailleurs, les cals obtenus cag
combinaisons hormonales présentent un brunissement.
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Tableau 5

Initiation de la callogenése a partir de foliolegrtrenceuds de quatre génotype€ider arietinuml. sur le milieu MS additionné de différentes conaisons de

régulateurs de croissance.

Génotypes ICC 3996 C Zouaoui INRA 199 Bousahla
- - - - - Moyennes

Milieux Folioles  Entrenceuds  Folioles  Entrenceuds  Folioles treRoeuds Folioles Entrenceufs
MS1

26+21.90 80+16.32 100 80 +15.81 14+19 FIH49 20+10 0x0 35,93 a
MS 2,4-D+(2mg/)l
MS5

2+4.47 40+ 0 58+17.88 76+43.35 12+3.03 36 0+0 55+ 23.8 33,05a
MS ANA 0,5mg/I
MS7

100+ 0 50+33.91 50+4.14 86 +8.94 48+16.4 1@ 52 +25.9 48 +27.7 68,10 b
MS+0.5 mg/l 2,4-D 1 mg/| BAP
MS11

5+16.43 325+22.17 8+8.36 75+36.96 54+34.357.5+15 20+10 73.3 £15.3 39,69a
MS+ 2 mg/l 2.4-D-0.5 mg/l ANA
MS14

40+2.24 90 +8.16 54 +0.73 95+ 10 2+4.47 a3+  32.5+20,61 48.6+41.p 48,72 c
MS+0.5 mg/l ANA 2.25 mg/l BAP

Les résultats sont des moyennes =+ écarts typés dmemaines de culture. Les valeurs dans une n@omne suivies de lettres analogues ne sont pas

significativement différentes selon le test de HBIkey a R 0.05).

4. Discussion
L'établissement d’'un protocole de callogenése guimet

de contourner la nature récalcitrante du pois @hiehla
culture de tissus et d’obtenir un taux élevé ds,ca@rait une
importante étape pour toute transformation chete qgéante.
Dans cette perspective, I'étude de I'effet de quesgfacteurs
régissant la callogenése est entreprise. Les dzplda

folioles et d'entrenceuds de trois génotypes deer

arietinumL. sont mis en culture sur le milieu MS additionné

de différentes combinaisons d’auxines (2,4-D, AN#A)de
cytokinines (BAP). Aprés 1 mois de culturevitro, un taux
variable de callogenése est obtenu. Cette différest sous
influence des effets individuels et interactifse drois
facteurs a savoir le génotype, la source d’explaig en
culture et la balance hormonale ajoutée au mil@es trois
éléments réunis, sont décisifs pour I'expressiorpdigntiel
callogéne cheZicer arietinumL. [13]; [14].

Les résultats montrent que le taux de callogené&ral
significativement selon le génotype utilisé. La it
Zouaoui présente une réactivité plus élevée ave@%O de
cals obtenus par rapport aux génotypes ICC 39%1G3%),
Bousahla (34.9%) et INRA 199 (33.9%). [14] rappottgue
la réponse de deux génotypes indigénes de poikeshikK1
et Hassan-2 K soumis a des conditions identiquesutiare
in vitro, expriment des aptitudes différentes a la callégen
L'effet récalcitrant observé chez certains génosypeut étre

attribuée a leurs caractéristiques physiologiqud®] [

notamment aux taux d’hormones endogénes ou a une

inhabilité génétique [16]. Cette relation causdfat entre le
génotype et la callogenese est souvent rapporezletpois
chiche [17]; [18]; [9]; [14] et d'autres espécesnuue le
tabac [19] et le palmier dattier [16].

Par ailleurs, les deux explants mis en culture neomt
une aptitude a la callogenése différente. Ainsi,7%dl des
entrenceuds mis en culture produisent des calsuétrsent
45% dans le cas des folioles. [17], [20], [10]E}][indiquent
que la source dexplant influe sur la réponse de
callogenése, le type d’explant et éventuellemerdtsecture
anatomique qui jouerait un rdle significatif darisitiation
de la callogenése. La spécificité de la réponsez dee
différents organes ou tissus dépend de leur ré@ctaux
composants du milieu de culture [21].

La réponsein vitro des explants de pois chiche est

fortement liée aux régulateurs de croissance ésilet a leur
concentration dans le milieu. Le type d’hormonegisées
pour les différentes réponses morphogénétiqueséeasbl
different d'un tissu a l'autre selon leur statuttatdlique
[22]. Selon [23], le choix des hormones est plu®chdinant
pour I'induction de la callogenese que leur conegiun. Ces
deux hormones (auxines et cytokinines) sont conmoes
leur effet direct et/ou indirect sur linduction d&a
prolifération cellulaire et /ou leur orientation rge une
organisation spécifique [24]. Elles peuvent agirsgnergie
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ou antagonisme [25]. Les auxines favorisent l'indurcet le
maintien de la prolifération cellulaire [26], sont
indispensables a la synthése de I'ADN et jouentrdle
décisif dans la culture de tissu vu leur pouvdmatant pour
la prolifération cellulaire [27]; [28]. Les cytokimes
permettent la division des cellules proprement elitagissent
avec les auxines pour stimuler leur multiplicatjai].

Chez le pois chiche, une initiation importante de |
callogenése est obtenue sur le milieu MS additiodré
BAP/2,4-D, BAP/ANA. Ceci suggére que la combinaison
d'une auxine et d'une cytokinine est favorableiradliction
de la callogenése chez cette espéce. Un résuttdaise est
rapporté par [29], [30], [9], [31] et [15] qui irglient que la
combinaison entre ces deux hormones est favoratle p
induire la dédifférenciation puis la prolifératiales cellules
chez le pois chiche.

L'ajout d’auxines (2,4-D ou NAA) aussi bien seubpse
combinées semble produire un taux de cals relagwem
faible pour tous les génotypes testés. Ceci vidigngontre
des résultats rapportés par [32], [33] et [6] a@miploi du
2,4-D seul favorise une bonne callogenése chezoie p
chiche. Cette hormone peut induire, chez le poisheh la
formation de cals et sa combinaison avec une ayioditel
le BAP permet, selon [14], leur prolifération. Cdifférents
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