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Introduction générale 

 Les Citrus constituent une ressource économique importante dans la 
production de leurs fruits qui sont appréciés dans le monde entier. Ils sont appelés 
également sous le nom d’agrumes et qui appartiennent à la famille des rutacées, 
regroupant des arbres et arbustes comptent 3725 variétés connues. Le centre 
d’origine du genre Citrus est asiatique précisément du sud-est d'Asie dans région 
indienne et il n'est connu dans la région méditerranéenne qu'à partir du Ve et IVe 
siècle avant J.-C. 

 Les agrumes sont économiquement importants, ils représentent le groupe de 
fruits le plus important du commerce international. La production annuelle a 
dépassé 105 millions de tonnes dans la période 2000-2004 (Anonyme, 2004). La 
FAO distingue 4 groupes de productions d’agrumes. Il s’agit du groupe des 
oranges, du groupe des pamplemousses et pomélos, du groupe des limes et 
citrons et de celui des petits  agrumes. Dans cette dernière catégorie, la Chine avec 
4 694 471 tonnes, est en 2009  le premier pays producteur dans le monde. Elle est 
suivie du Nigéria (3 769 420 tonnes), de la Colombie (732218 tonnes) et de la 
Guinée Conakry (244 002 tonnes) (FAOSTAT, 2013). L’agrumiculture occupe donc 
une place importante en Afrique en général et en Afrique tropicale en particulier. 

La production de Citrus en Algérie ne satisfait pas ses besoins nationaux, mais la 
qualité des fruits produits peut assurer jusqu’à 20.000 tonnes de fruits entre la 
clémentine et l’orange navel pour le marché international (Biche, 2012). Les 
semences importées ne présentent pas souvent les qualités requises et leur 
génotype n’est pas toujours conforme à nos conditions édapho-climatiques. De 
même, elle est menacée de temps à autre par les facteurs climatiques (pluviosité 
insuffisante), les maladies d’une manière générale et les viroses en particulier ainsi 
que les maladies bactériennes et les insectes, etc….  

Or, Les agrumes  sont atteints de nombreuses maladies à virus, à viroïdes et à 
mycoplasmes, maladies qui ont souvent de très grandes répercussions non 
seulement sur le rendement en fruits mais aussi sur la vie de l’arbre (Maïza, 1980). 
Pour remédier à cette situation, parfois alarmante dans certaines régions du globe, 
plusieurs pays ont utilisé les techniques de biotechnologies et fait appel aux 
techniques des cultures in-vitro pour tenter d’obtenir des plantes indemnes, afin 
de reconstituer des vergers sains et productifs, dont le rendement est satisfaisant 
par rapport aux méthodes traditionnelles et offrent plusieurs avantages 
notamment la rapidité dans les réponses obtenues. 

Dans ce contexte, la multiplication in-vitro des espèces végétales est l'une des 
solutions proposées et il est intéressant de l'étudier. La multiplication in-vitro des 
plantes, souvent dite «micropropagation», consiste à reproduire un type parental 
donné, à partir d’un fragment plus ou moins grand de ce végétal. Comme dans le 
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cas de la multiplication végétative classique, appliquée depuis des siècles, cette 
reproduction ne s’effectue que par divisions mitotiques des cellules des tissus 
concernés (Auge et al, 1989). Aujourd’hui, le terme «multiplication in-vitro» 
recouvre, le plus souvent, la seule multiplication conforme d’individus 
performants. Celle-ci se réalise essentiellement par une prolifération abondante, 
mais contrôlée, de bourgeons préexistants. Dans la pratique, plus de 90% des 
plantes produites in-vitro relèvent de ce type de multiplication. Le restant de la 
production est issu de bourgeons néoformés, issus de tissus, de cals ou de cellules 
mis en culture (Boxus, 1989). 

Le succès dans la culture de tissus dépend fortement de milieux nutritifs, l'état de 
la culture, et de matériau utilisé en tant que source pour des explants. Les 
conditions stériles sont primordiales à obtenir afin qu'aucun champignon ou 
bactérie ne vienne coloniser les milieux de culture, très favorables à leur 
prolifération, sous peine de nécrose de l'explant (Ziv et Altman, 2003). Des travaux 
ont visé les facteurs commandant le processus de culture in-vitro. Le saccharose et 
les régulateurs de croissance semblent stimuler ce processus (Banfalvi et al., 1997 ; 
Vreugdenhil et al., 1998) soit qu’ils sont seuls ou en interaction avec d’autres 
paramètres tels que la température (Akita et Takayama, 1994 ; Gopal et al., 1998), 
la photopériode (Seabrook et al., 1993 ; Pruski et al., 2001) ou l’intensité 
lumineuse (Gopal et al., 1997 ; Gopal et al., 1998). 

Dans cette perspective s’inscrit notre travail qui consiste à maitriser des 
techniques de stérilisation des graines de Citrus, indemnes de toutes les maladies 
transmissibles et d’assurer leurs conservation à l’abri de toute contaminations 
extérieures durent la  micropropagation, à étudier les paramètres de milieu de 
culture qui influencent la germination des graines et à utiliser des hormones de 
croissance pour l’obtention d’un grand nombre de copies rigoureusement 
conformes par micropropagation directe ou indirecte à partir des explants de tiges. 

Le présent mémoire comporte trois parties : la première consiste en une synthèse 
bibliographique de l’espèce étudiée, son importance ainsi que le mode de sa 
multiplication y compris des généralités sur la culture in-vitro. Dans la deuxième 
partie, une étude expérimentale comprenant une description du matériel végétal, 
de la préparation des milieux de culture, du protocole de stérilisation des graines 
et du repiquage des explants. La dernière partie est réservée à la présentation et à 
la discussion des résultats obtenus. 
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1. Généralités sur les Citrus 
1.1. Définition 

D’après Loussert (1989), le mot agrumes d’origine italienne, est un mot 
collectif masculin pluriel qui désigne les fruits comestibles par extension aux arbres 
qui les portent appartenant au genre Citrus. 

Les principaux agrumes cultivés pour la production de fruit sont les orangers, les 
mandariniers, les clémentiniers, les citronniers et les pomelos. 

1.2. Origine 

Les agrumes sont originaires des pays du sud-est asiatique, selon plusieurs 
légendes, la culture des agrumes est connue depuis plus de 4000 ans. Dans le 
bassin méditerranéen, le Liban est un des plus ancien pays à avoir pratiqué la 
culture des agrumes sur une grande échelle (Khan, 2007). 

Le cédrat fut le premier agrume connu du bassin méditerranéen depuis 300 ans 
avant J-C. Les Romains le connaissaient sous le nom de pomme de Médie. Les 
anciens médecins Arabes du Moyen-Orient préparaient certains médicaments à 
partir de bigaradier. C'est des régions côtières au sud de la Palestine, que les 
croisés ont rapporté et fait connaître en Europe à la fin de XIème siècle le citron et le 
bigaradier (Risso et Poiteau, 1818). 

Le mandarinier est originaire de chine, son appellation (mandarinier) est liée à la 
couleur de sa peau qui est la même que la robe de soie portée par les mandarins, 
la culture n'est introduite dans le bassin méditerranéen qu'en XIXème siècle 
(Nicolosi et al., 2000).  

1.3. Historique 

Les agrumes semblent provenir du Nord-est de l’inde et de la Birmanie, la 
chine en étant prévu centre secondaire de distribution d’où les agrumes se sont 
propage vers l’Indochine et la Malaisie (Nord-est de l’Asie) et enfin vers le japon 
(khan, 2007), dans cette zone l'hybridation naturelle est très fréquente dans ce 
groupe des plantes et a favorisé l'apparition de certaines espèces dans des sites 
différents (Parfonry, 2001). Tanaka (1954) a proposé une ligne de démarcation 
théorique allant du nord -ouest aux frontières de l'Inde, à la province du Yunnan 
en Chine, au sud de l'île de Hainan (Fig. 01) (khan, 2007). 

Les agrumes auraient été diffusés au Moyen-Orient, puis dans les pays 
méditerranéens, par les échanges commerciaux. C'est ainsi, qu'à la fin du 16ème 
siècle, les agrumes à l'exception du mandarinier, s'étaient répandus dans presque 
toutes les régions tropicales et subtropicales (Parfonry, 2001). 
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Figure 01 - Carte géographique montrant la ligne de démarcation de Tanaka (Khan, 
2007). 

1.4. Taxonomie 

La majorité des taxonomistes considèrent que les espèces d'agrumes 
appartiennent aux ordres Géraniales, la famille des Rutacées et la sous famille 
Aurantioideae (Engler, 1931). 

Swingle a subdivisé l’Aurantioideae, la sous-famille d’orange en deux familles : 
Clauseneae avec 5 genres et Citreae avec 28 genres y compris le Citrus et d’autres 
genres à savoir Fortunella, Poncirus, Eremocitrus, Microcitrus et Clymenia. Sur la 
figure 02, familles, sous-familles, genres et espèces sont énumérés d’après Swingle 
et Reece (1967). 

La famille Citreae comprend 3 sous-familles : Triphasiinae, Balsamocitrinae et 
Citrinae ; ce dernier avec 13 genres, a été classé en 3 groupes (Swingle et Reece, 
1967). Le groupe A des agrumes primitifs ou arbres fruitiers avec 5 genres, 
Severinia, Pleiospermium, Burkillanthus, Limnocitrus et Hesperange-ethusa, le 
groupe B près des agrumes arbres fruitiers avec seulement 2 genres, Citropsis et 
Atalantia, et le groupe C des vrais arbres d'agrumes comprend 6 genres, 
Fortunella, Ermitage-agrumes, Poncirus, Clymenia, Microcitrus et Citrus (Khan, 
2007). 
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Figure 02 – Place du genre des Citrus dans l’arbre phylogénétique des agrumes 

   Plusieurs chercheurs ont utilisé diverses techniques pour analyser la composition 
biochimique des différentes parties de la plante de Citrus à savoir des feuilles, des 
fleurs et des fruits. En 1976, Barrett et Rhodes ont réalisé une étude taxonomique 
numérique des relations d'affinité dans la culture de Citrus, et une étude 
phylogénétique qui a évalué les caractéristiques morphologiques et biochimiques 
de feuille, fleur et fruit de 146 arbres. 

Des résultats similaires ont été communiquées par Scora en 1975 et en 1988, où 
on a ajouté encore d’autre véritables espèces, Citrus halimii, une espèce 
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précédemment décrites par Stone et al. en 1973, une nouvelle espèce de Malaisie 
péninsulaire et de Thaïlande. 

Barrett et Rhodes en 1976 ont pu établir une relation d’affinité entre certaines 
espèces de Citrus (Fig. 03), indiquant une probable origine des agrumes cultivés et 
quelques agrumes et des genres apparentés (khan, 2007). 

 

Figure 03 - Relation d’affinité entre certaines espèces de Citrus d’après barrette et 
Rhodes 1976. 

1.5. Classification 
D’après Guignard et Dupont (2011), la position systématique des agrumes est 
comme suit : 

 
Règne : Végétal 
Embranchement : Spermaphytes 
Sous-embranchement : Angiospermes 

Classe : Eudicotylédones 
Sous-classe : Rosidées 
Famille : Rutaceae 

Les principaux genres sont : 

 Le genre fortunella : 
 Fortunella japonica (T)   kumquat rond. 
 Fortunella magarita (L)   kumquat ovale. 
 Poncirus trifolia (L). 

 
 Le genre Citrus Linné : 

 Citrus aurantium (L), bigarade 
 Citrus sinensis (L), oranger doux 
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 Citrus reticulata (L), mandarine 
 Citrus clementina (L), clémentine 
 Citrus medica (L), cédratier 
 Citrus paradisis (racf), pamplemousse 
 Citrus limon (L), citronnier 

1.6. Ecologie et phénologie 
a. Écologie 

Les agrumes présentent une grande capacité d'adaptation à des conditions 
pédoclimatiques très différentes. La culture des agrumes est possible partout où la 
température moyenne de l'année est supérieure à 13°C et inférieure à 39°C. Les 
agrumes préfèrent les climats maritimes des zones subtropicales. En terme de 
besoins en eau, 120mm par mois, soit 1200 à 1500mm par an, représentent une 
quantité d'eau au-dessous de laquelle la culture des agrumes nécessite une 
irrigation (Anonyme, 2006). 

La lumière a une action très remarquée sur la qualité et la coloration des fruits. Les 
arbres fruitiers sont plus exigeants sur les caractéristiques physiques du sol et non 
sur les caractéristiques chimiques qui peuvent être corrigées par des apports 
d’engrais et d’amendements. Les sols doivent être profonds et de préférence 
légers (sablo-argileux ou argilo-sableux), bien drainés. Les agrumes redoutent les 
eaux salines (au-dessus de 0,5%). Le pH idéal est situé entre 5,5 et 7,5 (Walali-
Loudyi et al, 2003). C’est à cet effet que le choix du porte-greffe est un des facteurs 
essentiels de réussite car il peut conférer à la plante une tolérance à des maladies 
et à des contraintes abiotiques (salinité, pH, froid, sécheresse, calcaire…) (Van-Ee, 
2005). 

b. Phénologie 

Le développement de la frondaison des agrumes se fait sous forme de flux 
végétatif ou poussée foliaire. Ces flux végétatifs succèdent à des périodes d’arrêt 
végétatif. Ce phénomène s’observe même en climat tropical humide où les 
conditions permettent une activité végétative continue (Praloran, 1971). Il existe 
généralement 3 flux végétatifs par an. Ils commencent avec le début des pluies. Le 
premier flux, qui est de loin le plus important (longueur et nombre de rameaux 
émis), débute en mars avec le retour des pluies. Le second se fait au mois d'août, il 
est également déclenché par le retour des pluies. Le dernier survient en octobre. 

La floraison se produit en même temps que la pousse qui suit le repos végétatif. 
Les fleurs sont isolées ou en grappes et se forment sur le bois de l’année 
précédente (Praloran, 1971). La floraison est continue tout au long de l’année sur 
les citronniers et limettiers. Sur les autres espèces on peut avoir une ou deux 
périodes de floraisons par an. Sur un même arbre, on peut ainsi retrouver des 
feuilles, des fleurs et des fruits de différents âges (Van-Ee, 2005). 
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1.7. Production 

Les productions d’agrumes proviennent essentiellement des régions 
méditerranéennes et tropicales. En 1988, la superficie totale plantée en agrumes a 
été évaluée à plus de 3 millions d'hectares répartis sur une aire très large située 
approximativement entre les 40° de latitudes Nord et Sud tout autour du Monde 
(Anonyme, 2004 ; Polese, 2008). Les agrumes sont donc de nos jours implantés 
dans toutes les zones du monde où leur production est possible. Les pays 
producteurs forment une ceinture terrestre entre le 40ème parallèle nord et sud 
(Fig. 04). 

 

Figure 04 - Principaux pays producteurs d’agrumes dans le monde pendant la 
période 2000-2004 (Golda, 2011). 

Initialement les Etats-Unis et la zone méditerranéenne produisaient les plus 
grandes quantités. La production s'est ensuite développée au Brésil et en Asie 
(Griffon et Loeillet, 2000). Actuellement, l’agrumiculture occupe une place 
importante en Afrique en général et en Afrique tropicale en particulier. Huit pays 
africains (Nigéria, Guinée Conakry, Tunisie, Sierra Léone, Kenya, Angola, Tanzanie 
et Côte d’Ivoire) figurent dans la liste des 20 plus grands producteurs mondiaux 
des petits agrumes. 

La production annuelle mondiale a dépassé 105 millions de tonnes dans la période 
2000-2004 (Anonyme, 2004). Les agrumes sont commercialisés soit en fruits frais, 
soit transformés (jus de fruits, liqueurs, confitures etc…). La figure 05 présente la 
répartition géographique de la production d'agrumes destinés au marché de fruits 
frais dans la période 2000-2004. Les huiles essentielles d’agrumes représentent 
également un des produits commercialisés à haute valeur ajoutée. Elles sont 
extraites de fleurs, d’écorces, de feuilles et de fruits. 



Chapitre I                                                                                                                                   Synthèse bibliographique 

9 
 

 

Figure 05 - Répartition géographique de la production d’agrumes destinés au 
marché de fruits frais pendant la période 2000-2004 (Golda, 2011). 

La production de Citrus en Algérie : L'Algérie possède une collection variétale 
composée de 178 variétés d'agrumes constituant un patrimoine génétique 
inestimable. En nombre d'arbres, les Citrus occupent le second rang après l'olivier, 
mais leur importance économique la classe nettement en tète de nos productions 
fruitières (Kerboua, 2002). 

L’Algérie disposait d’une superficie de 45.000 ha en agrumes à l’indépendance. 
Certes, en 2011, la superficie en agrumes s’étalait sur 63.323 ha, en dépit de la 
disparition de nombreux vergers qui faisaient partie du patrimoine agricole 
algérien (Anonyme, 2013).  

La production d’agrumes des wilayas de Béjaïa et de Tizi-Ouzou est de 10,3 
millions de quintaux durant 2012/2013 dont l’objectif des contrats de 
performances tablaient sur 10,9 millions contre 9,3 millions de quintaux lors de la 
campagne 2011/2012 (Anonyme, 2013). 

1.8. Domaines d’utilisation 

 Les Citrus sont souvent utilisés en cosmétologie dans l’industrie des 
parfumes ou ils forment la famille des hespéridés, la fabrication de savons 
et les eaux de Cologne désodorisant. en industries alimentaires ils ont 
utilisés comme aromatisants en confiseries, pâtisseries, les glaces…ect 
(Nelly, 2008). 

 Les fruits revêtent une grande importance économique. En effet, ils 
constituent une source des revenus tant pour les producteurs individuels 
que pour les pays producteurs. L'arboriculture fruitière soutien les gens qui 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Eau_de_Cologne
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la pratiquent par la vente de ses produits, pouvant facilement améliorer 
leurs conditions de vie tout en augmentant les niveaux de revenu (Bonkena, 
2001).  

 Les huiles essentielles de Citrus possèdent beaucoup de vertus 
thérapeutiques. En effet elles possédant antimicrobiennes, tonique, 
stimulante, stomachique, carminative, diurétique, antispasmodique. Elles 
sont aussi efficaces en dermatologie (entretien de la peau et soins). En cas 
de colique, dans les états fiévreux et aussi dans la lutte contre l’obésité 
(Bardeau, 2009). 
 

1.9. Caractéristiques morphologiques des agrumes 

Les agrumes sont des petits arbres ou arbustes, dont la taille peut varier de 4 
à 12 mètres de haut suivant les espèces. Les branches sont parfois épineuses, plus 
particulièrement lorsque l’arbre est issu de semis. Les feuilles sont trifoliées 
(poncirus et ses hybrides) ou simples (Citrus, fortunella). Elles peuvent avoir un 
pétiole aile développe comme chez le bigaradier et les pomelos (Bakry et al, 2009). 

a. La fleur 

Les fleurs sont généralement de couleur blanche, de 4 à 5 pétales imbriqués, 
souvent recourbés vers l’arrière, souvent très odorantes. Selon les espèces, la 
floraison en grappe ou en fleur isolée est très abondante. L’époque de floraison 
varie selon les espèces et le climat, de mars à juillet. La pollinisation est assurée 
par le vent et les insectes (Ozenda, 2000).  

b. Le fruit 

Selon les espèces, les fruits mûrissent de novembre à mars. Il faut donc 7       
à 10 mois pour qu'une fleur se transforme en fruit mûr, couleur et taille varient 
selon les espèces et leurs cultivars. L’écorce varie aussi beaucoup, de la très fine 
mandarine au cédrat très épais. Les graines sont selon les variétés, inexistantes 
(mandarines Satsuma) ou très nombreuses (bigaradier). Leur quantité varie en 
fonction des différentes plantes en présence lors de la pollinisation. La maturité 
s’accompagne d’une modification de couleur du fruit et d’un enrichissement en 
sucres (Fig. 06). Le froid lié aux variations d'intensité lumineuse (durée du jour) est 
responsable de la coloration des fruits. Ainsi, sous les tropiques, l’orange reste 
souvent verdâtre. (Bachès et Bachès, 2002). 
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Figure 06 - La morphologie du fruit d’agrume 

c. La racine 

À part les Poncirus qui émettent des racines pivotantes profondes, 
l’enracinement est superficiel et peut s’étendre jusqu’à 6 à 7 mètres du pied de 
l’arbre, à la recherche de l’eau et des éléments nutritifs. Cette caractéristique 
explique la forte sensibilité des agrumes à la sécheresse (Luttge, 2002). 

d. Les feuilles et les rameaux 

En général, les agrumes se ramifient facilement et naturellement, et 
possèdent une frondaison dense. Il y a plusieurs poussées de végétation dans 
l’année, la plus importante étant au printemps, dès que la température dépasse 
12°C. Les rameaux sont assez souvent couverts d’épines. Les Poncirus ont des 
feuilles trifoliées et caduques tandis que les Citrus et Fortunella ont des feuilles 
entières et persistantes. Cette persistance n'est pas éternelle. La feuille a une 
durée de vie limitée et les chutes interviennent naturellement à l'automne et au 
printemps quand de nouvelles pousses apparaissent (Bachès et Bachès, 2002). 

1.10. La croissance végétative 

La croissance d'une culture représente les transformations quantitatives et 
qualitatives qui accompagnent le parcours des différentes étapes de sa vie depuis 
l'implantation jusqu'à la maturité (Hannah et Jan, 2003). 

 Une plante est soumise à deux types de croissance qui va conditionner en 
particulier sa mise en forme, peut être analysé à travers l’étude des deux 
processus fondamentaux : d’une part, l’organogenèse et l’élongation des rameaux 
conditionnant la croissance primaire, d’autre part, le processus de ramification par 
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lequel un axe peut donner naissance à de nouveaux axes ( Lüttge et al, 1992). La 
croissance secondaire correspond à la croissance en épaisseur du rameau résultant 
du fonctionnement du cambium ( Caraglio et al 1997). 

1.11. Les facteurs qui agissent sur la croissance végétative 
a. Les facteurs externes 

La température : Dans les régions tropicales, l’initiation de l’activité végétative 
chez les agrumes ne peut avoir lieu qu’à des températures entre 12,5°C et 35°C 
mais au-delà de 36°C, la croissance végétative est arrêtée (Praloran, 1971, Cassin 
et al, 1969). 

Dans un verger d’agrumes, la température de l’air a un effet certain sur la 
distribution et l’importance de la croissance des pousses. Durant le printemps la 
pousse survient sur un grand nombre de points végétatifs qui génèrent des 
rameaux à entre-nœuds courts, les températures sont généralement comprises 
entre 12°C et 25°C. Par contre, la pousse d’été survient sur un nombre restreint de 
points végétatifs qui génèrent des rameaux ayant des nœuds longs,dans cette 
période les températures sont élevées (entre 25°C et 30°C en moyenne) (Davies et 
Albrigo. 1994). 

 La température du sol conditionne également la croissance des racines, qui ne 
peut avoir lieu que si cette température est supérieure à 7°C. En effet, cette 
dernière influence beaucoup l’élongation des racines qui devient continue dans le 
temps tant que la température du sol est comprise entre 17°C et 30°C (Davies et 
Albrigo, 1994).elle agit également sur la levée de la dormance des bourgeons en la 
stimulant, et sur la croissance des pousses en l’activant (Hall et al., 1977). 

La lumière : Le LAI (Leaf Area Index = Indice de la surface foliaire) est la mesure du 
total des surfaces foliaires par unité de sol couvert par la plante en question. Cet 
indice nous permet d’évaluer la croissance végétative chez les plantes.  En 1979, 
Jahn est parvenu à prouver que chez les agrumes, il y a une relation curvilinéaire 
entre le LAI et le flux photosynthétique des photons. En effet quand cet indice est 
élevé, la lumière devient un facteur limitant pour la croissance des pousses à 
l’intérieur de la frondaison, ainsi la plupart des pousses croissent à l’extérieur de la 
couronne (Davies et Albrigo, 1994). 

La nutrition hydrique : Vu que l’arbre est exigeant en eau, la nutrition hydrique est 
l’un des facteurs les plus importants à considérer en agrumiculture. Son 
importance vient du fait qu’elle assure le transport des éléments nécessaires à la 
croissance et participe aux processus métaboliques au niveau de l’arbre 
(Anonyme, 1968). 
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En 1994, Davies et Albrigo ont remarqué que l’eau entre dans la détermination du 
nombre de pousses végétatives par cycle ainsi que dans la détermination du 
nombre de points végétatifs qui va donner lieu à des pousses. Or, un stress 
hydrique prolongé peut se traduire par un arrêt de croissance végétative 
(Anonyme, 1968), néanmoins, certains auteurs affirment qu’un stress hydrique 
pendant une courte durée peut initier une pousse végétative (Goell et Cohen, 
1981). 

b. Les facteurs internes 

Ils s’agissent des substances élaborées au niveau de l’arbre lui-même, 
notamment les hormones de croissances à savoir les auxines, les cytokinines et 
l’acide gibbérellique dont l’action est indispensable à la multiplication, l’élongation 
et la différenciation des cellules végétales (Anonyme, 1968). 

En effet, le rapport entre les concentrations de ces substances, à l’intérieur de 
l’arbre, détermine le devenir du point végétatif et contribue ainsi à la restauration 
d’un équilibre entre la croissance végétative, la mise à fleur et la mise à fruit 
(Myers et Ferree, 1983). 

En 1972, Goldschmidt et Monselise ont montré que des applications d’acide 
gibbérellique (AG3) en période de floraison chez les Citrus, stimulent la croissance 
des pousses végétatives; chose confirmée en 1977 par Jones et al. sur la variété 
Valencia Late. 

Par ailleurs, en 2004, Heller et al. ont constaté que l’auxine à des concentrations 
variant entre 10-5 et 10-3 mg/L (ppm) initie l’élongation des cellules au niveau du 
méristème, et que cette même hormone stimule la division des cellules et 
l’augmentation de leur taille en présence de la cytokinine. 

c. Influence du porte-greffe 

En agrumiculture, le porte-greffe joue un rôle déterminant dans la vitesse de 
croissance et la vigueur des arbres (Anonyme, 1968). En effet, certains porte-
greffes confèrent aux variétés une croissance rapide tels que le bigaradier, le 
citrange Troyer et le Rough lemon ; et d’autres, comme le Poncirus trifoliata et le 
mandarinier Cléopâtre, qui leur attribuent une croissance lente (Praloran, 1971). 

1.12. Les ravageurs et les maladies 

Comme toute autre plante, l’agrume est sujet aux dommages provoqués par 
les parasites et les maladies. Les maladies virales sont certainement les affections 
les plus graves et les plus destructrices des Citrus dans le monde entier. Dons le 
bassin méditerranéen, elles sont responsables de troubles qui diminuent, non 
seulement la productivité des arbres, mais aussi leur longévité. 
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Les insectes constituent une part non négligeable de cette baisse de rendement. 
Les dégâts dus à ces espèces se traduisent par l’affaiblissement de l’arbre en 
prélevant la sève et en réduisant la surface photosynthétique des feuilles suite à 
l’installation de la fumagine (Tab. 01) (Biche, 2012). 

Tableau 01 - Les principaux ravageurs des agrumes (Biche, 2012) 

 

2. La culture in-vitro 
2.1. Généralité 

La multiplication in-vitro trouve son fondement dans le concept de " 
totipotence cellulaire " énoncé au début du siècle : la cellule, unité morphologique 
et physiologique de l'être vivant, est capable d’autonomie. Elle possède toute 
l'information génétique nécessaire à régénérer la plante entière, à condition bien 
sûr de créer les conditions favorables à ce développement. Ce concept énoncé des 
1878 par Bernard, formulait les principes théoriques de la création d’un système 
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artificiel dans lequel les organes pourraient survivre hors de l’influence de 
l’organisme entier(Nozeran et Bancilhon, 1972). 

En 1902, la culture in-vitro d’organes isolés de plante a été commencée par 
Habrland qui a observé les potentialités naturelles de la multiplication végétative 
(Lafon et al., 1998). 

En 1934, White réussit la culture de racines de tomate sur un milieu contenant de 
l’eau, des sels minéraux, un extrait de levure et du sucre et une hormone végétale 
l’auxine (Lafon et al., 1998). 

En 1939, Gautheret obtient à partir de tissu de carotte, un amas de cellules 
dédifférenciées. 

En 1955, la découverte de la kénètine, substance douée d’une puissante activité 
caulogène, puis d’autres cytokinines ont permis de provoquer presque à volonté la 
néoformation de bourgeons adventifs (Margara, 1982). 

En 1962, Murashige et Skoog étudient la multiplication végétative du tabac et 
mettent au point le premier milieu de base pour la culture in-vitro. Ce milieu 
contient des sels minéraux, des sucres, des vitamines et des hormones. Ce milieu 
rend possible la culture et la prolifération de  méristèmes de tiges (Murashige et 
Skoog, 1962). 

2.2. Les différentes techniques de culture in-vitro 

Elles peuvent être regroupées en cinq grandes catégories (fig. 07): 

a. La micropropagation : La micropropagation in-vitro apporte un progrès 
considérable par rapport aux méthodes traditionnelles avec un taux de 
multiplication de 100 à 1000 fois plus élevé (Dris, 2005). Cette technique 
permet la multiplication végétative de plusieurs plantes alimentaires, 
médicinales et horticoles (Bretaudeau et Faure, 1992).  

Elle est ainsi employée pour la production des semences et pour la collection et la 
distribution du germoplasme dans le monde entier. A cette fin, des vitro-plants 
indemnes de virus sont utilisés comme produit de départ. L’analyse moléculaire 
des vitro-plants propagés a prouvé que la micropropagation donne des vitro-plants 
génétiquement stables (Potter et Jones, 1991). 

La micropropagation in-vitro est plus ou moins utilisée dans la production de 
plantes conformes pour les premières générations de multiplication. Selon Lê et al, 
pour produire des plantes génétiquement modifiées, la régénération doit donner 
des plantes conformes (Lê et al., 2002). 
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b. Culture de méristème : Le méristème est un petit organe composé de 
cellules mèristèmatiques à division rapide, il constitue le matériel idéal de 
départ étant donné que le méristème se développe d’une manière 
génétiquement stable et réduit le niveau d’infection virale (Espinosa et al, 
1992). Cette technique est donc utilisée pour obtenir des plantes saines à 
partir des plantes viroses (Auge, 1989 ; Griffiths et al, 1990). 
Dès 1952, George Morel a réussit à obtenir une plante entière à partir d’un 
méristème (Dris, 2005), et selon Téoulé, chez une plante virose la 
répartition du virus semble très variable selon l’organe, le méristème en 
particulier est une structure très protégée et est généralement indemne de 
virus (Téoulé, 1999). 

c. Embryogénèse somatique : Un apport important de la technique des 
cultures in-vitro à la biologie a montré que des cellules somatiques 
pouvaient produire des structures comparables à des embryons, méritant 
l’appellation d’embryons somatiques (Margara, 1982). Ces embryons 
peuvent se développer à partir des cellules à 2n chromosomes issues de 
feuilles, racines ou tige (Auge, 1989).L’embryogenèse somatique est un 
processus par lequel les cellules du sporophyte donnent naissance, sans 
fusion gamétique (Seabrook et Douglass, 2001), à des embryons qui passent 
par des stades embryologiques caractéristiques (Redenbaugh, 1993 ; Gray 
et al., 1995). 

d. Haplométhode : Ces techniques ne démarrent pas des cellules somatiques 
mais de cellules gamétiques (Demarly, 1985). Ce sont des cultures 
d’anthères (Androgenèse) ou de microspores, ou de sacs embryonnaires ou 
ovaires (Gynogenèse) (Peters, 1986). Ces processus permettent  d’obtenir 
des lignées pures, en passant par l’haploïdisation puis le dédoublement 
(Demarly, 1985). Alors que, dans les méthodes classiques, la fixation des 
lignées requiert plusieurs cycles d’autofécondation. Elle permet donc un 
gain de temps appréciable, également un gain en efficacité de la sélection 
et une diminution du coût de production des lignées pures (Labbani et al., 
2005). 

e. Culture de protoplaste : Ces cellules végétales dépourvues de paroi 
peuvent être obtenues soit à partir d’organes de plantes, soit à partir de 
suspensions cellulaires (Robert et al., 1998). Les exigences nutritionnelles 
des protoplastes  nécessitent une composition minérale adaptée, 
notamment pour le calcium qui joue un rôle important par son influence sur 
les divisions (Karp et al., 1982). 

La culture de protoplastes permet d'introduire facilement de nouveaux gènes dans 
le génome de la plante, on obtient des plantes transformées (Rossell et Villalobos, 
1992), elle est très fortement inductrice de variabilité qui porte souvent sur le 
nombre chromosomique (Shepard, 1982 ; Karp et al., 1982). 
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Figure 07 - Les différentes méthodes de culture in vitro (Cornu ; Boulay, 1986) 
 
2.3. Les facteurs influençant la culture in-vitro 

L’environnement contrôlé concerne notamment deux paramètres : la 
température de culture et l’éclairement (intensité et longueur du jour). Ils sont 
obtenus artificiellement. Leurs valeurs dépendent de l'espèce travaillée ainsi que 
de la technique utilisée. 

a. Température 

La température est un facteur environnemental qui agit sur la vitesse de 
croissance et sur le développement des plantes, incluant la transition de la phase 
végétative à la phase reproductive. Il est connu que les variations de température 
affectent l'ensemble des réactions biochimiques qui déclenchent ou stimulent la 
levée  de la dormance des graines et des bourgeons axillaires (Kacem, 2005 ; 
Arditti, 2008). 

La température optimale pour la callogenése de plusieurs plantes se situe entre 
20°C et 25 °C (Bhojwani et Razdan, 1996). . 

b. Lumière 

La lumière est un facteur déterminant pour la culture in-vitro des plantes. Elle 
à une grande influence de part la durée d’exposition (photopériode), selon Hussey 
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et Stacey (1981). D’autre part la longueur de jour qui affecte la vigueur et le 
développement des proliférations et la croissance des cals, cette dernière pourrait 
aussi contribuer à la formation des cals (Briggs, 1964), de façon général le début de 
croissance nécessite une faible intensité lumineuse avec 12 à 16 heures de 
photopériodes (Bommeneni et Jauhar, 2003). Lorsqu’il s’agit de préparer la 
plantule au rempotage en serre, il apparaît souvent préférable d’augmenter 
l’intensité de l’éclairement (Margara, 1982). 

2.4. Les avantages et les inconvénients de la culture in-vitro 

La production de plantes in-vitro pourrait se substituer à la méthode de micro 
bouturage avec des avantages suivants : 

 La possibilité de conservation de ressources végétales et faire une banque 
de génotypes et réaliser ainsi des plantations hors de la période de 
croissance (Lê et al., 2002) ; 

 L’amélioration des conditions sanitaires par les techniques de cultures in-
vitro souvent  associées à l’éradication des viroses (Sibi, 1981) ; 

 La propagation végétative des espèces qui ne présentent pas ces capacités 
en conditions classiques (Sibi, 1981) ; 

 La multiplication rapide due à l’augmentation de diffusion cellulaire par ces 
techniques (Smith et al., 1985 ; Collet et Lê, 1988). 

Comme toutes autres techniques, la culture in-vitro est entachée par certains 
inconvénients et rencontre des difficultés telles que :  

 Le problème de contamination dû soit à l’explant, soit à la technique 
(Cassells, 1987) ; 

 L’exigence d’une main d’œuvre qualifiée ; 
 Le coût excessif des plantes de micropropagation. 

 
3. La micropropagation 

3.1. Définition 

La micropropagation consiste en une prolifération des bourgeons axillaires 
préexistants sur l’explant mère. Ceci offre une grande garantie de conformité 
génétique et une bonne stabilité des caractères au cours des repiquages successifs 
(Zryd, 1988). Ainsi reproduire in-vitro une grande quantité de plants identiques au 
pied-mére, puis à les acclimater, afin de les intégrer dans un système de 
production traditionnel (Dominique et Gilbert, 2013). 

3.2. Les méthodes de micropropagation 

Les techniques de micropropagation empruntent essentiellement deux voies :  
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 L'une qui utilise des tissus méristématiques (méristème ou apex de tige, 
bourgeons axillaires )( fig08) potentiellement capable de donner suite, au 
développement normal, d'un individu est appelée microbouturage 
(Saadi,1991) cette technique est souvent appelée "multiplication conforme" 
car elle part de méristème préexistant dans les quels , les cellules sont 
génétiquement très stables (Boxus,1995), l'individu est généralement 
obtenu en deux étapes successives, d'abord la production de tige ,puis son 
enracinement . 

 L'autre voie, utilise toute sorte tissus différenciés (fragments de tige, de 
racines, de pétiole, de feuilles, d'embryons matures et immatures, 
d’hypocotyles, cotylédons...etc) (fig. 08) pour aboutir à la néoformation soit 
de bourgeons ou de racines, c'est l’organogenèse, soit de structures 
ressemblant aux embryons zygotiques, c'est l'embryogenèse somatique 
(Zryd, 1988 ; Margara, 1989).  

 

Figure 08 – Les principales méthodes de micropropagation (Lindsey et Jones, 1989) 

a. Cultures de méristèmes 

Les méristèmes qui sont des tissus de formation, en expansion continue, 
confèrent à la plante une organogenèse permanente chez les végétaux supérieurs. 
Ils représentent des petits massifs de cellules indifférenciées et conservent la 
capacité de se diviser activement. Ces zones méristèmatiques gardent jusqu'à leur 
mort le caractère juvénile. Elles jouent un rôle capital dans le développement 
végétal puisqu’elles édifient tous les organes (Camefort, 1977 ; Margara, 1989).  
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En multipliant le méristème prélevé au sommet d'une plante ou dans le bourgeon 
axillaire, le plus souvent indemne de maladies. On pourra très rapidement obtenir 
de nombreuses plantes, toutes semblables du point de vue génétique et 
débarrassées de maladies dont elles étaient affectées (Sama et al, 1998;).  

b. Organogenèse 

L’organogenèse est la base fondamentale de la multiplication végétative, 
laquelle s'appuie toujours sur la formation de méristèmes nouveaux. En partant 
d'un explant, elle aboutit à la formation d'un nouvel individu par l'élaboration de 
bourgeons (caulogenèse) ou d’un cal (callogenése) et de racine (rhizogenèse) 
(Margara, 1989). 

Caulogenèse directe 

La caulogenèse désigne à la fois l'initiation et le développement des bourgeons 
terminaux, axillaires, adventifs ou néoformés sur un cal.  

Les bourgeons terminaux dérivent de la gemmule de l'embryon. 

 Les bourgeons axillaires sont produits généralement par les deux ou trois 
assises cellulaires superficielles de la tige. 

 Les bourgeons adventifs sont formés en des endroits inhabituels. Ils sont 
formés à partir d'organes différenciés de la plante (entre nœuds, 
tubercules, racines). Ils peuvent avoir pour origine des massifs cellulaires 
restés méristèmatiques ou bien provenir d'une différenciation de certaines 
cellules (Camefort, 1977). 

La régénération implique la formation de bourgeons adventifs par 
dédifférenciation et redifférenciation, elle exige  la stabilité génétique des cultures 
pour éviter la variation soma-clonale. La formation des bourgeons adventifs directs 
à partir d’amas méristématiques, les bourgeons peuvent être repiquées pendant 
quatre ou cinq générations. Les explants sont établis repiqués dans un milieu à 
haute cytokinine et un niveau inférieur de l'auxine dans le but d’augmente la 
production des bourgeons et la prolifération des pousses. Cette étape est répétée 
dans plusieurs cycles pour augmenter la biomasse des pousses, soit dans l’agar ou 
des cultures liquides (Ziv et Altman, 2003). 

Callogenèse indirecte 

La callogenèse est la néoformation d’un cal (prolifération anarchique de 
cellules plus ou moins différenciées) à partir d'explants tels que des feuilles, tissu 
cellulaire indifférencié. Cette formation résulte lors du prélèvement de l'explante 
d'un effet stimulant des substances trophiques (sucres, azote...) ainsi que des 
régulateurs de croissance. Une auxine est souvent nécessaire à l'induction de la 
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callogenèse (Peters, 1986). Pour obtenir une différenciation, on transfert le cal 
dans un autre milieu de culture sur lequel se développera des petits bourgeons 
(bourgeons néoformés). On peut passer aussi le cal en milieu liquide pour obtenir 
une suspension cellulaire, les cellules se séparent les unes des autres pour se 
multiplier plus rapidement (Saadi, 1991). 

La rhizogénèse 

La rhizogénèse est le phénomène d’organogénèse le plus généralement 
impliqué dans la multiplication végétative. Elle comporte différentes phases : la 
dédifférenciation, formation d'amas de cellules méristèmatiques, différenciation 
et organisation des amas méristèmatiques en primordium racinaire qui se 
développeront en jeunes racines (Boxus, 1995).  

Les méristèmes de racines se répartissent en plusieurs catégories selon leurs 
origines. 

· Les racines latérales se forment de manière spontanée sur la racine 
principale dans les conditions naturelles. 

· Les racines adventives sont produites par des organes divers, soit 
spontanément, soit accidentellement à la suite d'une blessure ou d'une manière 
provoquée, dans les conditions du bouturage et du marcottage. 

· Les racines néoformées, au sein d'un cal, en culture in-vitro, peuvent être 
considérées comme un cas particulier de méristèmes adventifs (rhizogenèse 
indirecte) ou l'émission de racines sur un explant dans des endroits inhabituelles 
(rhizogenèse directe) (Margara, 1982). 

c. Embryogénèse somatique 

Les embryons somatiques connaissent les même stades de développement 
morphologiques que traversent habituellement les embryons zygotiques à savoir : 
stade globulaire, cordiforme, torpille et cotylédonaire (Egertsdotter et Arnold , 
1998). Ils ont une structure chromosomique souvent semblable à celle de la 
plante- mère dont ils sont issus (Nuti ranchi, 1995). Le critère qui permet de 
reconnaître un embryon somatique est certainement sa structure bipolaire, qui 
développe précocement et simultanément un méristème caulinaire et un 
méristème racinaire ( Nuti ranchi , 1990). 

L’embryogénèse somatique emprunte deux voies : 

La première dite est l'embryogenèse directe où les embryons sont initiés à partir 
de tissus en absence de prolifération de cal. Ceci se produit à partir des cellules 
pré-embryogéniques déterminées ou les cellules sont déjà engagées dans un 



Chapitre I                                                                                                                                   Synthèse bibliographique 

22 
 

développement embryogène et ils ont besoins seulement d'être libérées. Elles 
semblent préexister dans les tissus de certains explants comme les embryons 
immatures ou les fragments de très jeunes plantes (Saadi, 1991). 

La seconde dite est l'embryogenèse somatique indirecte, pour la quelle une 
prolifération cellulaire est requise. Les cellules embryogènes apparaissent 
tardivement au sein du cal produit par la réactivation mitotique des cellules 
différenciées et/ou la prolifération des cambiums obtenus à partir d'explants de 
type racines, tige ou de feuille (Jullien, 1991 ; Rugkhla et Jones, 1998)). Leurs 
multiplications aboutissent à la formation de groupes de cellules embryogènes 
"nodules méristèmatiques" dispersés, parmi les autres cellules du cal et qui sont 
généralement de type parenchymateux (Saadi, 1991). 

3.3. Les factures de la micropropagation  

Les facteurs influant sur la micropropagation in-vitro peuvent être 
schématiquement répartis en 2 groupes. Le premier représente Les facteurs 
internes, (ceux liés à la plante) et concerne d'une part le génotype, la nature et 
l'âge ontogénique de l'explant et d'autre part l'état physiologique de la plante 
mère sur laquelle, l'explant a été prélevé. Le second réunit les différents facteurs 
externes qui englobent et les milieux (notamment leur composition chimique et les 
régulateurs de croissance) et les conditions de cultures. 

a. Effet de l’explant 

Pratiquement, n'importent quel organe (bourgeon, racine, feuille, anthère, 
etc.) ou fragment d'organe (explant), prélevé sur la plante mère, peut être cultivé 
isolément sur milieu nutritif synthétique, mais le choix de celui-ci est d'une 
importance primordiale. 

 L’âge physiologique de l’organe  

Généralement dans les cultures in-vitro, les explants les plus jeunes sont plus 
favorable (embryons immatures, jeunes feuilles, méristèmes etc.) car c'est l'état 
juvénile qui semble offrir le plus de possibilités de régénération. Les tissus 
provenant d'embryons qui expriment le plus souvent, d'une manière nette et 
reproductible, l'aptitude à la régénération (Haggman et al., 1999). 

 La taille de l’explant 

Plus la taille est importante et plus les équilibres endogènes sont déterminants 
et les conditions extérieures seront influentes. La taille choisie variera selon la 
nature de l’explant. Si le tissu végétal est de nature organisée, un ensemble assez 
complet sera nécessaire (soit un nœud, un apex, ou un bourgeon entier) mais dans 
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le cas d'une structure différenciée ( éléments de feuilles, de tige, de racines ) des 
fragments de 5 à 10 mm suffiront (Hannweg et al., 1996).  

b. Influence du génotype  

La plupart des plantes montrent une régénération génotypique spécifique liée 
à l'espèce. A l'intérieur d'une même espèce, un génotype donne des bourgeons 
tandis qu'un autre ne peut fournir que des embryons (Auge et al, 1989). 
Cependant, plusieurs auteurs mentionnent que seulement certains génotypes 
paraissent posséder la capacité d'induire une embryogenèse somatique. Cette 
capacité, chez beaucoup d'espèce semble être génotypiquement contrôlée 
(Dodeman et al., 1997). 

c. Le milieu  de base de culture 

Avec le développement des cultures de tissus, divers milieux de base 
comprenant des sels inorganiques, des composés organiques (sucres, vitamines et 
régulateurs de croissances) ont été progressivement utilisés .Certains milieux 
proposés dans un but donné sont en fait utilisables d'une manière beaucoup plus 
étendue. 

Les milieux de culture sélectionnés doivent être le plus parfaitement adaptés aux 
besoins nutritifs de la plante soumise à l'étude afin de laisser s'exprimer 
pleinement son potentiel génétique (Fracaro et Echeverrigaray, 2001). 

Les principaux constituants d'un milieu de culture sont généralement 
représentés par les macro-éléments et les micro-éléments, une source carbonée et 
azotée, des vitamines et des régulateurs de croissance (DelVesco et Guerra, 2001). 

La composition chimique 

Macro-éléments (g/L): N, P, K, Ca, Mg, S (sous forme de sel) : Les préfixes macro- 
lorsqu'il est appliqué à des éléments se réfèrent au fait que ces substances sont 
nécessaires en quantités relativement importantes. Ils incluent le calcium (Ca), 
magnésium (Mg), l'azote (N), le phosphore (P), potassium (K) et du soufre (S) 

(Fossard, 1976). 

Micro-éléments (mg/L) : Al, Cu, Ni, Co, Mo, Mu, I (sous forme de sel) : Les micro-
éléments sont nécessaires mais par petites quantités et souvent peuvent laisser 
dans le milieu des impuretés dans d'autres ingrédients. Ils peuvent également se 
reportés à l’explantation de tissus et de soutenir leur  croissance pendant plusieurs 
semaines. Les micro-éléments sont essentiels en tant que catalyseurs pour de 
nombreuses réactions biochimiques. Ils incluent le cobalt (Co), le molybdène (Mo), 
le manganèse (Mn), le zinc (Zn), le cuivre (Cu) et le bore (B) (Soltner, 2005) 

http://www.miniinthebox.com/vitamines.html
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Les substances organiques 

Source de carbone : La source de carbone, la plus couramment utilisée, est le 
saccharose. Le glucose et le fructose sont également connus pour soutenir une 
bonne croissance de certains tissus (Téoulé, 1999). Le saccharose est nécessaire 
pour diverses activités métaboliques, pour la différenciation des éléments du 
xylème et le phloème en culture de cellules (Struik et Wiersema, 1999), joue le rôle 
de contrer la déficience de la photosynthèse, il est indispensable pour la culture 
d'embryon immature. (Khuri et Moorby, 1995). 

Vitamines : les plantes peuvent produire leurs besoins en vitamines. Cependant, 
les cultures de cellules végétales doivent être complétées avec certaines 
vitamines. les plus largement utilisés du groupe B (thiamine B1, la niacine B3), la 
pyridoxine B6) (Saadi, 1991). Certaines autres vitamines qui trouvent des 
utilisations spécifiques dans les cultures de cellules sont de l'acide pantothénique, 
la vitamine C, la vitamine D et la vitamine E (Téoulé, 1999 ; Bhojwani et Razdan, 
1996). 

Acides aminés : peuvent être directement utilisés par les cellules végétales ou 
peuvent servir de source d'azote. Toutefois, une source organique d'azote est 
préférable quand une source inorganique est absente ou épuisée. La cystéine a été 
incluse dans le milieu comme un antioxydant pour contrôler l'oxydation de 
composés phénoliques et éviter le noircissement des tissus. La glycine souvent 
utilisée a peu d'intérêt à la croissance soutenue de cals et peut-être même un 
inhibiteur à des niveaux plus élevés (Bhojwani et Razdan, 1996). 

Les régulateurs de croissance (phytohormones) 

En plus des éléments nutritifs, il est généralement nécessaire d'ajouter une 
ou plusieurs substances de croissance, telles que les auxines, cytokinines et 
gibbérellines (Tab. 02), afin de soutenir une bonne croissance des tissus et des 
organes. Toutefois, l'exigence de ces substances varie considérablement avec le 
tissu, et semble dépendre de leurs niveaux endogènes. 
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Tableau 02 - Les différents facteurs de croissance des plantes et leurs propriétés 
(Belguendouz, 2011). 

 

Auxines : L’auxine est synthétisée majoritairement à partir du tryptophane (fig. 09) 
mais aussi à partir de l’acide chorismique à l’extrémité des tiges (dans l’apex) et 
dans le méristème des bourgeons terminaux (Anonyme 2007). 

 

Figure 09 - Structure chimique des auxines naturelles (Anonyme 2007). 
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La synthèse de l'auxine s'effectue dans les apex méristématiques des tiges et dans 
les jeunes feuilles des bourgeons terminaux. Le transport de l'auxine s'effectue de 
façon polarisée, de l'apex vers la base dans la tige. L'action de l'auxine sur 
l'élongation cellulaire se fait d'une part par augmentation de la plasticité de la 
paroi, d'autre part par action  sur l'activité génique, régulant ainsi la synthèse 
d'ARN messagers codant pour des protéines nécessaires à l'élongation (Obata-
Sasamoto et Suzuki, 1979). 

Dans la nature, les hormones de ce groupe sont impliquées dans l’élongation de la 
tige et de nœuds, le tropisme, la dominance apicale, abscission, enracinement, 
etc…. . La culture des tissus avec les auxines ont été utilisés pendant la division 
cellulaire et la différenciation de la racine. 

Les auxines couramment utilisées en culture de tissu sont les suivantes : l’acide 
indole-3-acétique (IAA), l'acide indole-3-butyrique (IBA), l’acide naphtalène 
acétique (NAA), naphtoxyacétique (ANP), l'acide para-chlorophénoxyacétique (p-
CPA), acide dichloro (2,4-D)  et acide trichlorophénoxyacétique (2,4,5-T). Parmi 
ceux-ci, IBA et IAA sont largement utilisés pour l'enracinement et dans l’interaction 
avec une cytokine, par la prolifération des pousses. Le 2,4-D et de 2,4,5-T sont très 
efficace pour l'induction et la croissance des cals. Le 2,4-D est également un 
important facteur pour l'induction de l'embryogenèse somatique. Les auxines sont 
généralement dissoutes dans l'éthanol ou de la soude diluée (Bhojwani et Razdan, 
1996). 

Cytokinines : Les cytokinines sont des adénines substituées (fig.10) ; l'adénine (ou 
6-aminopurine) est une base purique qui intervient dans la synthèse des acides 
nucléiques (Bhojwani et Razdan, 1996). 

 

Figure 10- Structure chimique des auxines naturelles (William et Charles, 2003) 

Les cytokinines sont incorporés principalement pour la division cellulaire et 
différenciation des pousses adventives à partir des cals et des organes. Ces 

http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/Produit/HETEROCYCLES.html#ADENINE
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/BIOPROTEINE.htm
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/BIOPROTEINE.htm
http://webpeda.ac-montpellier.fr/wspc/ABCDORGA/Famille/BIOPROTEINE.htm
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composés sont également utilisés pour la prolifération des pousses par la 
libération de bourgeons axillaires de la dominance apicale. Les cytokinines plus 
couramment utilisés sont : benzylamino purine (BAP), isopentényl-adénine (2-IP), 
furfuryl aminopurine (kinétine), thidiazuron (TDZ) et zéatine. Comparé aux autres 
cytokinines, thidiazuron est généralement utilisé à des concentrations très faibles. 
Les cytokinines (Palmer et Smith, 1969). 

 

Figure 11 - Rôle des hormones d’auxine et de cytokinine (anonyme 2010) 

De fortes concentrations en cytokinines alliées à de faibles concentrations en 
auxines, elles permettent d'obtenir le développement des bourgeons axillaires ou 
adventifs et ainsi de multiplier les plantes (Lian et al, 1998). 

De fortes concentrations en auxines alliées ou non à de faibles concentrations en 
cytokinines, elles permettent d'obtenir l'enracinement des tiges feuillées. 

On équilibre les concentrations de ces deux hormones, on obtient un cal. 
(Donnelly et a, 2003)(fig.11). 

Acide gibbéréllique (AG3) : Il y a plus de 20 gibbérellines connues. Parmi celles ci, 
généralement, AG3 est le plus souvent utilisé. Par rapport aux auxines et 
cytokinines, les gibbérellines sont utilisées très rarement (Bhojwani et Razdan, 
1996). Elles sont signalées comme stimulateurs du développement normal de 
plante in-vitro à partir d'embryons formés adventifes. AG3 est facilement soluble 

http://www2.ulg.ac.be/cedevit/french/def.htm#bud
http://www2.ulg.ac.be/cedevit/french/def.htm#bud
http://www2.ulg.ac.be/cedevit/french/def.htm#bud
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dans l'eau froide. AG3 provoque l’allongement cellulaire et la croissance des entre 
nœuds (Vreugdenhil et Struik, 1989 ; Okazawa, 1967). 

Acide abscissique (ABA) : Il est le plus souvent nécessaire pour une croissance 
normale et développement des embryons somatiques et seulement en sa 
présence ils ressemblent aux embryons zygotiques. Il est également connu pour 
promouvoir la morphogenèse dans les cultures de Bégonia (Krauss et Marschner, 
1998). 

Éthylène : Hormone liée ou groupe des auxines, et don action peut être 
inhibitrices ou activatrices selon les cas. Toutes sortes de cultures de tissus 
végétaux produisent l’éthylène, et le taux de production augmente dans des 
conditions de stress. Dans les cultures, l'éthylène est également produit lorsque les 
constituants organiques du milieu sont soumis à la chaleur, à l'oxydation, la 
lumière du soleil ou de rayonnement ionisant (Bhojwani et Razdan, 1996). 
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1. Matériel végétal 

Nous avons utilisés au cours de notre expérimentation deux variétés de Citrus 
de la collection d’INRA de Oued Ghir région de Bejaia, afin de déterminer les 
conditions optimales de stérilisation. 

Lors de cette étude, on a utilisé les graines de Citrus reticulata pour étudier les 
conditions de stérilisation des graines. Vu le manque des graines de cette variété 
qui est dû à la fin de sa saison, on a utilisé les graines de Citrus limon pour étudier 
les conditions d’organogénèse d’explant de Citrus. 

2. Méthodes 
2.1. Effet de l’hypochlorite de sodium (solution stérilisante) sur la capacité 

de germination et la croissance des graines de Citrus reticulata 
2.1.1. Préparation du matériel avant la stérilisation 

Les fruits sont lavés abondamment pour destruction tous les micro-organismes 
après avoir se débarrasser de leur écorce, on récupère les graines puis on les 
imbibe dans l’eau pendant 24 heures afin de faciliter l’enlèvement du tégument. 
Sous la hotte, à des conditions stériles, les graines sont débarrassées de leur 
tégument (Fig. 12). 

 

Figure 12 - Enlèvement de tégument des graines 

La stérilisation des graines de Citrus reticulata se fait sous la hotte (Fig.13), on 
stérilise les graines avec l’hypochlorite de sodium à différents concentration et à 
des temps d’exposition de stérilisation différents. Le milieu de culture et les 
instruments de travail, doit aussi être stérilisé  à l’autoclave à une température de 
120 °C pendant 20 min de temps. 
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Figure 13 - Hotte à flux d’air laminaire avec matériels de stérilisation 
 
2.1.2. Protocole de stérilisation des graines de Citrus reticulata 

Après la récupération des graines du fruit, la stérilisation de ces dernières se 
fait sous la hotte selon le protocole suivant : 

 Mettre les graines dans l’éthanol à 70° pendant 30 secondes ; 

 Mettre ces graines dans une solution d’hypochlorite de sodium à des 
concentrations différentes pendant des périodes de temps différentes 
(quelques minutes) ; 

 Rincer avec l’eau stérile 3 à 4 fois pendant 5 minutes chacune ; 

 Laisser les graines dans l’eau stérile jusqu’à leurs repiquage dans les tubes. 
 

2.2. Effet de milieu de culture et types d’hormones de croissance sur 
l’organogénése des explants de citrus limon 

2.2.1. Les différents types de milieux de base 

Afin de déterminer les conditions nutritives les plus favorables à la germination 
des graines et la croissance des plantules de Citrus reticulata, nous avons choisi les 
milieux suivants : 

a. Le milieu Murashige et Skoog (MS) 

Les constituants principaux de ce milieu MS, récapitulés au tableau 3, sont l'eau 
distillée stérile et les sels minéraux qui se répartissent en deux groupes, les macro-
éléments (N, P, K, S, Mg et Ca) et micro-éléments (Fe, B, Mn, Zn, Cu, N, Co, Mo et 
I). La source de carbone est le saccharose. Pour ce milieu, la solidification est 
réalisée à l’aide de l’Agar.  
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Tableau 3- Constituants du milieu MS (Murashige et Skoog, 1962) 

 Ingrédients Solution mère (mg/L) Volume de prélèvement (mL) 

Macro- 
éléments 

NH4NO3 
KNO3 
CaCl2.2H2O  
MgSO4.7H2O  
KH2PO4 

1650  
1900  
440  
370  
170 

100 

Micro- 
éléments 

MnSO4.H2O  
ZnSO4.7H2O  
H3BO3 
KI  
Na2MoO4.2H2O  
CuSO4.5H2O  
CoCl2.6H2O 

22,3  
8,6  
6,2  
0,83  
0,25  
0,025  
0,025 

100 

Fe-EDTA Na2-EDTA  
FeSO4.7H2O 

3,73 g/L 
2,78 g/L 

5 

Sucre Saccharose 20 g/L  

Agar Agar 10 g/L  

b. Le milieu de Rangan (MBR) 

Ce milieu est utilisé par Rangan et ses collaborateurs (1969) pour la culture in- 
vitro d’embryons et de nucelles de citrus. Le milieu MBR ne diffère du milieu MS 
que par la concentration en vitamine B1 (0,1mg/L), en saccharose (50mg/L) ; il 
contient en outre, de l’extrait de malte à la concentration de 500mg/l. 

c. Le milieu  de martin (BN0) et (BN100)  

Ces milieux utilisés par Martin et al. (1979), sont très voisins du milieu de 
Murashige et Skoog, ne diffère ce milieu que par la concentration de nitrate 
d’ammonium et en nitrate de potassium.   

 MS (BN1650) BN100 BN0 

NH4NO3 (mg/L) 1650 100 0 

KNO3 (mg/L) 1900 2800 2950 

2.2.2. Les différents types d’hormones de croissance 
a. Préparation de la solution des hormones de croissance : La préparation de 

la solution mère à base des hormones s’est effectuée comme suit : 
 Peser les régulateurs de croissance nécessaires et les dissoudre dans 

quelques gouttes de solvant comme l’indique le tableau 4 ; 
 Ajouter un volume de l’eau distillée, vérifier l’état de solution et ajouter un 

peu de solvant au besoin ; 
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 Transférer la solution dans un flacon et le ranger au réfrigérateur. 

Cette solution peut être conservée pour une durée d’un mois au maximum avant 
sa détérioration. 

Tableau 4 - Les différents types d’hormones de croissance et leurs solvants 

Hormone Solvant approprié 

2,4D 1N NaOH ou EtOH 

AIA 1N NaOH ou EtOH 

AIB 1N NaOH ou EtOH 

BAP 1N NaOH ou EtOH 

KIN 1N NaOH ou EtOH 

b. Les hormones de croissance utilisées pour l’induction de l’organogenèse 
des explants de Citrus limon : 

La plupart des travaux relatifs à l’induction de la callogenése rapportent 
l’utilisation du 2,4-D, l’ANA et des cytokinines comme la KIN et le BAP. Pour 
l’induction de la caulogenése, on a utilisé les ANA ; AIB et 2,4-D combinaient avec 
différentes concentrations de BAP (Tab. 5). Seuls les meilleurs résultats sont 
retenus. 

Tableau 5 - Différentes combinaisons hormonales additionnées pour l’induction de 
la callogenèse ou caulogenése 

Auxine (mg/L) 
Cytokinine (mg/L) 

BAP  Kn 

2,4-D  
0,5/1 
0,1/1 
1/1 

0,1/1 

ANA  
0,1/1 
0,5/1 
1/1 

0,1/1 

AIB 
0,1/1 
0,5/1 
1/1 

 

2.3. Mise en culture 
2.3.1. La germination des graines 

Après la stérilisation, les grains cultivés dans les flacons ou les tubes à essai 
continent de milieu de base MS. Ils sont disposés régulièrement espacés de 
manière à éviter tout chevauchement des racines pouvant aboutir à une cassure 
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au moment du transfert. Après une semaine les grains ont été pré-germés à 
conditions d’obscurité et à une température ambiante de 25°C. 

2.3.2. Le prélèvement des explants 

Après la germination des graines, on attend que les germes atteignent au 
moins 3 cm, pour commencer les manipulations.  

Le repiquage des explants sur les milieux de culture est effectué à l’aide d’une 
pince stérilisée et prés de la flamme du bec benzène. Les tronçons sont prélevés et 
plantés à raison d’un par tube, en flambant l’ouverture du tube avant et après 
l’opération sous la hotte, la fermeture étanche du tube se fait avec du coton cardé 
et du papier aluminium stérile. 

2.3.3. Le repiquage des cals 

On procède au repiquage des cals sur un milieu frais, afin d’éviter les 
nécroses dues à l’épuisement des substances nutritives contenues dans le milieu. 
La fréquence des repiquages est généralement de 4 semaines pour les transferts. 

3. Analyse statistique des résultats 

L’analyse statistique a porté sur la comparaison des différents traitements à 
l’aide d’une analyse de variance par le logiciel Excel stat (2009.1.02), suivie d’une 
comparaison des moyennes (Test de SNK), et cela pour les trois facteurs 
(concentration ; temps ; tégument). Cette analyse est portée sur l’ensemble des 
paramètres mesurés lors de la micropropagation. Les résultats obtenus sont 
ensuite représentés sous forme de graphes en fonction des variétés et cela à l’aide 
du logiciel EXCEL. 
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1. Effet de stérilisation des graines sur la germination 
1.1. Résultats et interprétation 

La stérilisation du matériel végétal, avant la mise en culture des graines, est 
une étape délicate. Les substances stérilisantes utilisées doivent avoir un double 
effet, afin d’éviter : 

 L’infection des tissus due à la propagation des bactéries et des 
champignons ; 

 Le traumatisme des tissus qui pourrait conduire à leur nécrose et à la 
mort (Saidi, 2009). 

Dans cette première partie d’expérimentation, on a testé trois facteurs : la 
concentration du détergent ; le temps de stérilisation et la présence/absence de 
tégument pour déterminer les taux de : germination, contamination et nécrose. 

1.1.1. Effet du détergent sur le taux de germination 

Nous avons retenu l’hypochlorite de sodium (NaClO) comme agent 
désinfectant avec différentes concentration (0,5 ; 1 ; 5 et 10) à des temps 
d’exposition au détergent (1 ; 5 et 10min) dans le but d’optimiser le meilleur 
barème de stérilisation des graines de citrus reticulata avec ou sans tégument 
cultivée sur le milieu de base culture MS sans hormone de croissance. 

1.1.1.1. Effet de la concentration de détergent (NaClO) sur le taux de 
germination des graines de citrus reticulata sans tégument à 
différents temps d’exposition au détergent 

La figure 14 montre que le taux de germination des graines de citrus reticulata 
sans tégument est observé avec la concentration NaClO (0,5) quelque soit le temps 
d’exposition au détergent. L’allure du graphe nous indique que ce taux de 
germination diminue pour atteindre un minima de 0% pour la concentration NaClO 
de (1%) d’un temps de 5 min, de 0% pour la concentration NaClO de (5%) à un 
temps de 1 min. tandis qu’il est à 10% pour  la concentration NaClO de (1%)  à un 
temps de 10min. après cette réduction, on peut noter que le taux germination 
augmente à nouveau pour atteindre des concentrations importantes de NaClO  
(10%) pour les temps 5min et 10min à 60% et 40% respectivement. Nous avons 
remarqués  que les tests avec la concentration (10%) de NaClO à des temps 10min 
et 5min sont plus efficaces pour la stérilisation des graines  de citrus reticulata a 
cause de pourcentage  élevé de germination. 
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Figure 14 - Le taux de germination des graines de citrus reticulata sans tégument 
en fonction de la (NaClO) à différents temps d’exposition au détergent (1min, 

5min, 10min). 

1.1.1.2. Effet de la concentration de détergent sur le taux de 
germination des graines de citrus reticulata avec tégument à 
différents temps d’exposition au détergent 

La figure 15 montre que le taux de germination des graines de citrus reticulata 
avec le tégument est nulle à concentration NaClO de (0,5%) pour des temps de 1 et 
5 min, mais il est de 10% pour un temps de 10min qui reste constant avec les 
concentration NaClO de (1%) et (5%) et elle atteint un maximum avec la 
concentration NaClO (10%) pour un taux de germination de 30%, on observe aussi 
qu’à faible temps de 1min et 5min le taux de germination est le même pour les 
différentes concentrations avec une variation en fonction de la concentration. 
Nous avons remarqués  que les tests avec la concentration (10%) de NaClO à des 
temps 10min et 5min sont plus efficaces pour la stérilisation des graines  de citrus 
reticulata a cause du pourcentage  élevé de germination. 
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Figure 15 - Le taux de germination des graines de citrus reticulata avec tégument 
en fonction de la (NaClO) à différents temps d’exposition au détergent (1min, 

5min, 10min). 

1.1.1.3. Analyse multi-variance de taux de germination 

La variation de la germination des graines de citrus reticulata, en fonction de 
concentration de NaClO a différents temps d’exposition au détergent en présence 
ou absence de tégument, est illustrée sur les figures 14 et 15. On a constate que le 
taux de germination dépend de la concentration du détergent utilisé a différent 
temps de d’exposition pour la stérilisation des graines et l’analyse de la variance 
pour la concentration de NaClO et le temps d’exposition au détergent indique un 
effet significatif (p=0,038) et (p=0,001) sur le taux de germination. Ainsi elle est 
plus où moins grand pour les graines sans tégument (N) par rapport les graines 
avec tégument (T). L’analyse de la variance pour la stérilisation avec ou sans 
tégument montre un effet significatif (p=0,041) sur la germination (Tab. 06). 

Tableau 06 - Analyse de la variance du taux de germination en fonction de 
concentration ; temps et de tégument.  

Source Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr > F 

Concentration 1313,333 262,667 2,946 0,038 
Temps (min) 2423,333 605,833 6,794 0,001 
Tégument 426,667 426,667 4,785 0,041 
Concentration*Temps (min) 1636,667 81,833 0,918 0,575 

Concentration*Tégument 233,333 46,667 0,523 0,756 

Temps (min)*Tégument 356,667 89,167 1,000 0,431 
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1.1.2. Effet du détergent sur le taux de contamination 

Nous avons retenu l’hypochlorite de sodium (NaClO) comme agent 
désinfectant avec différentes concentration (0,5 ; 1 ; 5 et 10) à des temps 
d’exposition au détergent (1 ; 5 et 10min) dans le but d’optimiser le meilleur 
barème de stérilisation des graines de citrus reticulata avec ou sans tégument 
cultivée sur le milieu de base culture MS sans hormone de croissance. 

1.1.2.1. Effet de la concentration de détergent à différents temps 
d’exposition au détergent sur le taux de contamination  des 
graines de citrus reticulata sans tégument 

La figure 16 montre que le taux de contamination des graines de citrus 
reticulata  sans tégument est maximum, il est de 70% pour une concentration 
NaClO de (0,5%) a un temps de 5min, ce test avéré inefficace, puis il diminue pour 
atteindre un minimum pour la concentration NaClO (10%), contrairement au 
temps de 1 min ou il est minimal avec la concentration NaClO (0,5%) puis il 
augmente pour atteindre un maximum avec la concentration NaClO (10%). Le taux 
de contamination pour le temps de 10min varie entre 10% et 20% pour les 
différentes concentrations. Nous avons remarqués  que les tests avec la 
concentration (10%) de NaClO à des temps 10min et 5min sont plus efficaces pour 
la stérilisation des graines  de citrus reticulata a cause de pourcentage  faible de 
contaminations.  

 

Figure 16 - Le taux de contamination des graines de citrus reticulata sans tégument 
en fonction de la (NaClO) à différents temps d’exposition au détergent (1min, 

5min, 10min). 
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1.1.2.2. Effet de la concentration de détergent à différents temps 
d’exposition au détergent sur le taux de contamination  des 
graines de citrus reticulata avec tégument 

La figure 17 montre que le taux de contamination des graines de citrus 
reticulata avec tégument est maximum, il est de 70% pour une concentration 
NaClO de (1%) à un temps de 1min, et de 50% et 40% pour les temps 5 min et 
10min respectivement avec la même concentration, ces tests avérés inefficaces. 
Puis, il diminue pour atteindre un minimum de 10% pour une concentration NaClO 
(10%) à des temps 5min et 10min, contrairement au temps de 1min où il reste 
constant à 40% pour les concentrations 5% 10% de NaClO. Le taux de 
contamination pour la concentration NaClO (0,5%) est varie on fonction de temps 
d’exposition au détergent. Nous avons remarqués que les tests avec la 
concentration (10%) de NaClO à des temps 10min et 5min sont plus efficaces pour 
la stérilisation des graines  de citrus reticulata a cause de pourcentage  faible de 
contaminations. 

 

Figure 17 - Le taux de contamination des graines de citrus reticulata avec 
tégument en fonction de la (NaClO) à différents temps d’exposition au détergent 

(1min, 5min, 10min). 

1.1.2.3. Analyse multi-variance de taux de contamination des graines 
de citrus reticulata 

La variation de la contamination des graines de citrus reticulata en fonction de 
concentration de NaClO différents temps d’exposition au détergent en présence 
ou absence de tégument, est montrée sur les figures 16 et 17. On a constate que le 
taux de contamination ne dépond pas de la concentration du détergent utilisé 
pour la stérilisation des graines. L’analyse de la variance pour la concentration de 
NaClO indique un effet non significatif (p=0,348), mais un effet significatif 
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(p=0,019) pour le temps d’exposition au détergent (Tab. 07). L’analyse de la 
variance pour la stérilisation avec ou sans tégument indique un effet non 
significatif (p=0,270) sur la contamination (Tab. 07). 

Tableau 07 - Analyse de la variance du taux de contamination en fonction de la 
concentration, temps et de tégument. 

Source Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr > F 

Concentration 2235,000 447,000 1,194 0,348 
Temps (min) 5656,667 1414,167 3,776 0,019 
Tégument 481,667 481,667 1,286 0,270 
Concentration*Temps (min) 8323,333 416,167 1,111 0,408 
Concentration*Tégument 2768,333 553,667 1,478 0,241 

Temps (min)*Tégument 10,000 2,500 0,007 1,000 

1.1.3. Effet du détergent sur le taux de nécrose 

Nous avons retenu l’hypochlorite de sodium (NaClO) comme agent 
désinfectant avec différentes concentration (0,5 ; 1 ; 5 et 10) à des temps 
d’exposition au détergent (1 ; 5 et 10min) dans le but d’optimiser le meilleur 
barème de stérilisation des graines de citrus reticulata avec ou sans tégument 
cultivée sur le milieu de base culture MS sans hormone de croissance. 

1.1.3.1. Effet de la concentration de détergent à différent temps 
d’exposition au détergent sur le taux de nécrose des graines de 
citrus réticulata sans tégument 

Les résultats, résumés à la figure 18, montrent que le taux de nécrose des 
graines de citrus reticulata sans tégument est maximum, de 80% pendant 10 min, 
pour une concentration NaClO de (1%) et de 70% pour les temps de 1min et 5min 
puis il diminue avec la concentration NaClO de (10%) pour atteindre un minimum 
40 % pour le temps 10min et de 30% pour les temps 1min et 5min. Le taux de 
nécrose le plus faible est de 20%, il est obtenu avec la concentration NaClO de 
(0,5%) pendant un temps de 5 min. A noter aussi qu’à la concentration 5% ; le 
temps d’exposition au détergent n’a pas d’effet sur la nécrose. 
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Figure 18 - Le taux de nécrose des graines de citrus reticulata sans tégument 

en fonction de la (NaClO) à différents temps d’exposition au détergent 
 

1.1.3.2. Effet de la concentration de détergent à différent temps 
d’exposition au détergent sur le taux de nécrose des graines de 
citrus réticulata avec tégument 

Les résultats, figure 19, montrent que les taux de nécrose des graines de citrus 
reticulata avec tégument les plus importantes sont observées avec la 
concentration NaClO de (0,5%) quelque soit le temps d’exposition au détergent. 
L’allure de graphe montre que le taux de nécrose est plus faible pour le temps 
1min et 10min  avec la concentration NaClO de (1%) tandis que celui de 5min est 
obtenu avec la concentration NaClO de (5%) et après le taux de nécrose augmente 
à nouveau. 
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Figure 19 - Le taux de nécrose des graines de citrus reticulata avec tégument en 
fonction de la concentration de NaClO à différents temps d’exposition au 

détergent 

1.1.3.3. Analyse multi-variance de taux de nécrose des graines de 
Citrus reticulata 

La variation de nécrose des graines de Citrus reticulata en fonction de 
concentration de NaClO différents temps d’exposition au détergent en présence 
ou absence de tégument, est montrée sur les figures 18 et 19. On remarque que le 
taux de nécrose ne dépond pas de la concentration du détergent, ni de temps 
d’exposition, ni en présence ou absence de tégument. Le tableau de l’ANOVA (Tab 
08) montre que la concentration de NaOCl n’a aucun effet significatif (p=0,615) et 
ne dépond pas du temps utilisé pour la stérilisation des graines (p=0,377). Pour la 
stérilisation avec ou sans tégument indique un effet non significatif sur la nécrose 
(p=0,951).  

Tableau 08 - Analyse de la variance du taux de nécrose en fonction de la 
concentration, temps et de tégument. 

Source Somme des carrés Moyenne des carrés F Pr > F 

Concentration 1528,333 305,667 0,721 0,615 
Temps (min) 1893,333 473,333 1,116 0,377 
Tégument 1,667 1,667 0,004 0,951 
Concentration*Temps (min) 8146,667 407,333 0,961 0,535 

Concentration*Tégument 3328,333 665,667 1,570 0,214 

Temps (min)*Tégument 440,000 110,000 0,259 0,900 
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1.2. Discussion 

Les tests réalisés dans les essais sur les différentes concentrations du 
détergent nous ont permis de constater que la concentration de l’hypochlorite de 
sodium ( NaClO) à 10% présente les meilleurs résultats de stérilisation des graines 
de mandarine (citrus reticulata) avec un taux de germination le plus élevé en 
moyenne de 22% et un taux de contamination le plus faible en moyenne de 24%.  

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Mumatz et Akhtar (2003) utilisant 
l’hypochlorite de sodium à 10% pour désinfecter les graines d’orange (citrus 
sinensis) en présence ou absence du tégument. Ils ont obtenu un taux de 
germination en moyenne de 48,91%.  

Des travaux de Chayanika et al. (2011), réalisés sur la germination des graines du 
citrus reticulata, même espèce étudiée au cours de nos travaux, utilisant 
l’hypochlorite de sodium (NaClO) pour désinfecte les graines, affirment que les 
graines germaient à partir de la première semaine de culture et le pourcentage de 
germination obtenu était de 70%. 

Brenes Hines et al (2002). Signalent que la désinfection de L’orange (Citrus 
sinensis) avec L’hypochlorite de sodium (NaClO) à 5% a donne un taux de 
germination élevé de 83,3%  et un taux faible de contamination de 16,7 % 

Les meilleurs résultats ont été obtenus pendent un temps de stérilisation de 10min 
avec un taux de germination le plus élevé en moyenne de 20% et un taux de 
contamination le plus faible estimé à 15,83%. Ces deux taux sont significatifs avec 
le temps ce qui confirme leur l’effet  sur la stérilisation. 

Les travaux  menés par Ali et Mirza (2006), sur la stérilisation du matériel végétal 
pour identifier les conditions idéales de stérilisation de surface des graines de 
citron(citrus limon), ont montré que la contamination maximale était de 55% 
observée sur l’hypochlorite de sodium à 1% pour 20 minutes, par contre elle était 
moins sur l'hypochlorite de sodium à 0,5% pendant 10 minutes estime à 40%. 

La meilleure germination a été obtenue en absence du tégument tandis que la 
concentration du détergent et le temps de stérilisation ainsi que la contamination 
et la nécrose des graines ne dépendent pas de présence ou absence du tégument 
car il y a l’effet d’autres facteurs tel que la morphologie des graines ; la 
manipulation, etc…. 

L’effet de tégument sur la germination des graines a déjà été reconnu par 
plusieurs auteurs. Niedz (2008) a montré que pour favoriser la germination de 
graines de l’orange (citrus sinensis), le tégument de graines doit être enlevé pour 
que l’embryon puisse obtenir suffisamment de nutriments pendant un temps 
relativement court et par conséquent la formation de pousses des graines. Les 
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travaux de Fazle Azim (2011) affirment que le taux de germination des graines de 
citrus sinensis sans tégument est estimé à 70% tandis que  celui des graines avec 
tégument est évalué à 36%. 

2. Influence des conditions de culture sur la germination et la croissance des 
graines de Citrus reticulata 
2.1. Influence de la température sur la germination des graines de citrus 

reticulata 

Dans notre travail, des graines ont été cultivées dans un milieu MS à des 
températures différentes 5°C, 16°C, 25°C et 30°C. Le suivi de la germination des 
graines sans tégument de citrus reticulata sur le milieu MS pour des conditions de 
stérilisation optimal à concentration 10% d’hypochlorite et à temps d’exposition 
au détergent 10 min, la figure 20 a montré que la température est plus favorable 
sur le milieu cultivé à 25°C avec un taux de 75% que celle à 30°C qui présente un 
taux de 25% et échouée dans les autres milieux cultivés à des températures de 5°C 
et 16°C. 

 

Figure 20 - Influence de la température sur le taux de germination des graines de 
citrus reticulata 

D’après ces résultats, on constate que la germination des citrus est favorable à des 
températures ambiantes telles que  de  25°C.  

Hassanen et al. (2003) ont constaté que le taux de germination des graines de la 
mandarine (citrus reticulata) est influencé par la température à 25°C et selon les 
travaux de Purvis et Albrigo (1984) rapportent que le taux et la vitesse de 
germination des pamplemousses (citrus maxima) sont favorables à la température.  
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Les travaux de Ali et Mirza (2006) sur les graines de citron (citrus limon), sont  
montre que l’incubation des graines à des températures de 27°C et 25°C, elles 
donnent  la capacité de germination  entre 75-80% 

A noter que Rouse et Sherrod (1996),  calculé le pourcentage de germination pour 
17 variétés de Citrus et constatent que la température optimale est près de 30°C. 

2.2. Influence de la durée d’exposition à l’obscurité sur la germination et la 
croissance des graines Citrus reticulata 

Dans le but de déterminer l’effet de la durée d’exposition à l’obscurité sur la 
germination et la croissance des graines de citrus reticulata sur le milieu MS pour 
des conditions de stérilisation optimal à concentration 10% d’hypochlorite et à 
temps d’exposition au détergent 10 min et à condition de culture de température 
25°C, a été suive pendant 4 semaines les résultats obtenus sont dans (figure 21).  

 

Figure 21 –  Taux de germination et de croissance  des graines de citrus reticulata 
en fonction du durée d’obscurité (avec : T0 : une semaine dans la lumière ; T1 : 1ére 

semaine d’obscurité ; T2 : 2éme semaine d’obscurité ; T3 : 3éme semaine 
d’obscurité ; T4 : 4éme semaine d’obscurité). 

La figure 21 montre que la germination dans l’obscurité on moyenne a été 42% 
pendent touts les 4 semaines par contre a été 0% pendent une semaine dans la 
lumière. Pour une durée d’une semaine (planche 1-a), le taux de croissance est 
estimé à 8% et la morphologie des plantules montre l’apparition de racines et de 
petites feuilles ainsi qu’un allongement de la tige. Les graines cultivées pendant 2 
semaines (planche 1-b) et 3 semaines (planche 1-c) dans l’obscurité  ont développé 
de grandes feuilles avec un allongement de racines et une tige plus foncée et un  
taux de croissance évalué respectivement 28% et 20%. 
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L’étude à 4 semaines (planche 1-d), ne présente que 8% de taux de croissance. On 
conclue que la croissance des plantules est favorisée par l’obscurité, puisque les 
meilleurs taux ont obtenus après de 2 à 3 semaines d’absence de lumière. 

Des résultats ont été réalisés sur la même l’espèce rapportés par Siwach et al. 
(2012). lorsque les graines de mandarine (citrus reticulata) cultivées sur un milieu 
de MS dans des conditions d’obscurité complet pendant 10 jours, la fréquence de 
germination est plus élevée comparativement à la culture dans des conditions de 
la photopériode. 

AI –TAHA  et al (2012). Ont rapporté que, lorsque les graines de l’orange (citrus 
sinensis) incubent dans l’obscurité pendent 3 semaines, la germination obtenue à 
100%. 

                    

                    

Planche 1 –  Influence de l’obscurité sur la croissance des plantules de citrus 
reticulata 

c d 

a b 
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a- une semaine dans l’obscurité : début d’allongement de la racine, la 
tige de couleur jaune, début d’apparition de la 1ére paire de feuilles. 

b- deux semaines dans l’obscurité : développement de la 1ére  paire de 
feuilles et sortie de la 2éme paire de feuilles, allongement et 
enroulement de la racine principale et verdissement de la tige. 

c- trois semaines dans l’obscurité : développement de la 1ére  paire de 
feuilles, allongement et enroulement de la racine principale et 
développement d’un chevelu racinaire, verdissement de la tige. 

d- quatre semaines dans l’obscurité : allongement de la racine, la tige de 
couleur jaune, début d’apparition de la 1ére paire de feuilles. 
 
 
 

2.3. Influence de tégument sur la germination et la croissance des graines de 
Citrus reticulata 

L’effet de tégument sur le temps de  germination et la croissance des graines 
de citrus reticulata a été étudie sur le milieu MS pour les conditions de stérilisation 
10% (NaClO) et de temps d’exposition au détergent 10min à condition de culture 
25°C et de 2 semaines d’obscurité a été étudié.  

La germination des graines de citrus reticulata sans tégument est plus rapidement 
avec un temps de latence de 4 jours alors que la germination des graines avec 
tégument est très lente avec un temps de latence de 20 jours (planches 2-e et 2-d), 
l’apparition de la racine pendant les premiers jours pour les graines sans tégument 
(planche 2-b) et après deux semaines elle commencée la croissance, ouverture de 
la première paire de feuilles et un allongement des racines (planche 2-c). Par 
contre, l’apparition de la racine après 20 jours pour les graines avec tégument 
(planche 2-e) et après deux mois la croissance a été commencée par l’apparition 
de la première paire de feuilles et des autres parties de la plantule (planche 2-f). 
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Planche 2 – Influence de présence/absence du tégument sur la germination de 
citrus reticulata 

a. Etat initial Graine sans tégument ; 
b. Graine sans tégument germe après 4jours de culture, apparition de la 

racine ; 
c. Ouverture de la première paire de feuilles et un allongement des racines, 

après deux semaines de culture ; 
d. Etat initial Graine avec tégument ; 
e. Graine avec tégument germe après 20 jours de culture, l’apparition de la 

racine ; 
f. Apparition de la première paire de feuilles et un allongement des racines, 

après deux moins de culture. 
 
 
 
 
 

e a b c c 

e d f 
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2.4. Influence du milieu de base sur la germination des graines 

Nous utilisons cinq types de milieux afin de déterminer le milieu le plus 
adéquat pour la germination des graines de citrus reticulata  pour les conditions de 
stérilisation 10% (NaClO) et de temps d’exposition au détergent 10min à condition 
de culture 25°C et de 2 semaines d’obscurité a été étudié. 

 Dans cette étude, on mesure la capacité de germination qui présente le 
pourcentage maximal de graines capables de germer dans des conditions 
expérimentales ainsi que le temps de latence définissant le temps nécessaire pour 
que les premières graines germent, les résultats obtenues sur (fig. 22).   

 

Figure 22 - Influence de différents milieux de base sur la germination des graines 
citrus reticulata 

Le temps de latence le plus court est obtenu avec les milieux de l’eau gélosée et 
MS (4j) avec une capacité de germination la plus élevée à savoir 80%. 

Le milieu BN0 présente un taux de germination de 40% tandis que le milieu BN100 
présente un taux de 30% pour un temps de latence plus long (6j). Enfin, le milieu 
MBR n’a aucune germination, tous les graines sont nécrosées (fig. 22). 

D’après ces résultats, le milieu donnant le meilleur taux de germination et une 
croissance plus rapide  avec l’apparition de la racine est le milieu MS par rapport 
au milieu gélose qui est utilisé comme témoin (planche 3). Pour la suite de notre 
travail, on retient le milieu MS comme milieu de culture adéquat. 
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Planche 3 –  la culture des graines sur différents milieux de base. 

a- L’état initial de la graine 
b- Une semaine de culture sur le milieu gélose 
c- Une semaine de culture sur le milieu MS 
d- Une semaine de culture sur le milieu MBR 
e- Une semaine de culture sur le milieu BN100 
f- Une semaine de culture sur le milieu BN0 

 
3. Action des hormones de croissance sur la culture des explants de Citrus lemon 

3.1. Induction de la callogénese  
3.1.1. Intensité de la callogénese suivant la combinaison hormonale 

Nous étudierons l’intensité de la callogenése d’explants de la tige ; racine et la 
partie caulinaire de citrus lemon cultivent sur milieu MS additionné de la 
combinaison hormonale. L’importance du cal produit et son aspect varient suivant 
le milieu de culture employé et les résultats ont été enregistrés avec une moyenne 
de 50 explants pour chaque type de milieu. 

3.1.1.1. Intensité de la callogénese suivant la combinaison d’ANA et 
de BAP  

a b c 

f e d 
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L’intensité de la callogénese a été étudiée pour différents types d’explants tel 
que la tige ; racine et la partie caulinaire de citrus lemon. En effet ce sont les 
explants de tige qui ont présenté les meilleures potentialités callogenéses. 
L’importance du cal produit et son aspect varient suivant le milieu de culture 
employé (planche 4).  

A partir des résultats récapitulés sur le tableau 09, le milieu MS supplémente 
d’ANA (0,5 mg/L) et de BAP (1mg/L) donne lieu à la callogenése la plus importante. 
Par contre la callogenése la moins importante est enregistrée sur le milieu M3 et 
pas de réponse callogene au niveau des milieux M2et M4. 

Tableau 09 - Importance et aspect du cal  en fonction de la concentration de ANA 
et BAP. 

Milieu Cytokinine Auxine Importance du cal Aspect du cal 

M1 BAP (1mg/L) ANA (0,5mg/L) +++ Blanc et friable 

M2 BAP (0,1 mg/L) ANA (1mg/L) +/- Blanc et consistant 

M3 BAP (0,1 mg/L) ANA (0,1mg/L) ++ Blanc et friable 

M4 BAP (1 mg/L) ANA (1mg/L) - Pas de cal 
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Planche 4 – Induction de la Callogenése de citrus lemon sur milieu MS + ANA 
(0,5mg/L) et BAP (1mg/L) 

a- Etat initial d’explant de racine  
b- Etat initial d’explant de partie caulinaire  
c- Etat initial d’explant de tige 
d- Après 2 semaines de culture : apparition de cal 
e- Après 5 semaines de culture : cal volumineux. 

 

 

 

 

 

a b 

c e d 
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3.1.1.2. Intensité de la callogénese suivant la combinaison 2,4-D et de 
BAP  

A partir de la combinaison hormonale 2,4-D/BAP sur milieu MS, l’intensité de 
la callogénese a été étudiée pour différents types d’explants tel que la tige ; 
racine et la partie caulinaire de citrus lemon. En effet ce sont les explants de tige 
qui ont présenté les meilleures potentialités callogenéses. L’importance du cal 
produit et son aspect varient suivant le milieu de culture employé (planche 5).  

Le milieu M4 de 2,4-D (0,1mg/L) et BAP (1mg/L) donne lieu à la callogenése la plus 
importante par contre la callogenése la moins importante est enregistrée sur le 
milieu M2 et pas de réponse callogene au niveau des milieux M1et M3 (Tab. 10). 

Tableau 10 - Importance et aspect du cal en fonction de la concentration de 2,4-D 
et BAP. 

Milieu Cytokinine Auxine Importance du cal Aspect du cal 

M1 BAP (0,1mg/L) 2,4D (1mg/L) - Pas de cal 

M2 BAP (0,1 mg/L) 2,4-D (0,1mg/L) + Blanc et consistant 

M3 BAP (1 mg/L) 2,4-D (0,5mg/L) - Pas de cal 

M4 BAP (1 mg/L) 2,4-D (0,1mg/L) +++ Blanc et friable 
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Planche 5 – induction de la Callogenése de citrus lemon sur milieu MS + 2,4-D 
(0,1mg/L) et BAP (1mg/L) 

a- Etat initial d’explant de racine. 
b- Etat initial d’explant d’apex caulinaire. 
c- Etat initial d’explant de tige  
d- Après 2 semaines de culture : apparition de cal 
e- Après 5 semaines de culture : cal volumineux.  

 

 

 

 

b a 

c d e 
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3.1.1.3. Intensité de la callogénese suivant combinaison AIB et de 
BAP ou de KIN 

A partir de la combinaison hormonale AIB/BAP et AIB/KIN sur milieu MS, 
l’intensité de la callogénese a été étudiée pour différents types d’explants tel que 
la tige ; racine et la partie caulinaire de citrus lemon. En effet ce sont les explants 
de tige qui ont présenté les meilleures potentialités callogenéses. L’importance du 
cal produit et son aspect varient suivant le milieu de culture employé (planche 6).  

Le milieu M1 de AIB (0,1mg/L) et BAP (1mg/L) donne lieu à la callogenése la plus 
importante par contre la callogenése la moins importante est enregistrée sur le 
milieu M3 et pas de réponse callogene au niveau de milieu M2 et M4 (Tab. 11). 

Tableau 11 - Importance et aspect du cal en fonction de la concentration de AIB, 
BAP et KIN. 

Milieu Cytokinine Auxine Importance du cal Aspect du cal 

M1 BAP (1mg/L) AIB (0,1mg/L) +++ Cal vert consistant 

M2 BAP (1 mg/L) AIB (1mg/L) - Pas de cal 

M3 KIN (1 mg/L) AIB (0,1mg/L) ++ Cal vert consistant 

M4 KIN (1 mg/L) AIB (1mg/L) - Pas de cal 
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Planche 6 – Induction de la Callogenése de citrus lemon sur milieu MS + AIB 
(0,1mg/L) et BAP (1mg/L) 

a- Etat initial d’explant de racine 
b- Etat initial d’explant d’apex caulinaire 
c- Etat initial d’explant de tige 
d- Après 5 semaines de culture de cal de la tige. 

 

 

 

a b 

c d 
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Les trois milieux utilisés sont callogénes. Nous observons sur les milieux MS + ANA 
(0,5mg/L), BAP (1mg/L) ; MS + 2,4-D (0,1mg/L) et BAP (1 mg/L), les cals produits 
sont blanches ; friables et de volume important. Par contre sur Le milieu MS +AIB 
(0,1mg/L) et BAP (1mg/L), les cals produits est verts, consistant et de volume 
moins important (planche 7). 

En  effet,  de  nombreux  auteurs  en l’occurrence  Ducreux  et  Rossignol, (1986) 
estiment  qu’un  cal  friable  a  une  croissance  rapide  comparativement  aux  cals 
durs  dont  la  croissance  est  plus  lente.  Les  cals  jaunâtres  et  bruns  ainsi  que  
les  cals pâteux  ou  très  durs  ne  deviennent  jamais  embryogènes,  seule  les  
cals  fragiles  et  de couleurs blanchâtre ou beige le deviennent. 

 

 

Planche 7 - Déférence de l’intensité de cal de citrus lemon entre milieu MS + ANA 
(0,5mg/L), BAP (1mg/L) et milieu MS + 2,4-D (0,1mg/L) et BAP (1 mg/L) et MS +AIB 

(0,1mg/L) et BAP (1mg/L). 

a- cal sur milieu MS + ANA/BAP 
b- cal sur milieu MS + 2,4-D/BAP 
c- cal sur milieu MS+AIB/BAP 

 

 

 

 

a b c 
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3.1.2. Fréquence de la callogenése de citrus lemon suivant la combinaison 
d’auxine et de cytokinine 

La fréquence de la réponse callogéne est exprimée, pour l’espèce étudiée 
citrus lemon, par le pourcentage d’explants donnant lieu à une prolifération 
cellulaire, en fonction du milieu utilisé. Les résultats ont été enregistrés avec une 
moyenne de 50 explants pour chaque type de milieu. 

3.1.2.1. Fréquence de la callogenése suivant la combinaison d’ANA et 
BAP 

Les résultats de l’étude de la fréquence de la callogenése suivant la 
combinaison d’ANA et de BAP sont indiqués sur la figure 23. 

 

Figure 23 - Fréquence de la callogenése suivant la combinaison d’ANA et BAP  

Le milieu MS d’ANA 0,5 mg/L et BAP 1 mg/L est celui qui provoque la meilleure 
réponse callogéne pour les explants de tige avec une fréquence 32% par rapport 
au milieu MS d’ANA 0,1 mg/L et BAP 0,1 mg/L qui présente une fréquence de 10% 
des fragments répondent positivement ; le milieu MS d’ANA 1 mg/L et BAP                 
0,1 mg/L répond avec une fréquence 4% et ne semble pas très favorable à la 
callogenése (fig.23). Enfin, on n’a pas observé une réponse callogéne au niveau le 
milieu MS d’ANA 1 mg/L et BAP 1 mg/L. 

3.1.2.2. Fréquence de la callogenése suivant la combinaison de 2,4-D 
et BAP 

Le milieu MS de 2,4-D 0,1mg/L et BAP 1mg/L s’avère être le plus favorable 
par rapport aux autres milieux mais avec une  fréquence de 15%. Sur le milieu MS 
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de 2,4-D 0,1 mg/L et BAP 0,1 mg/L, la callogénese est très faible, elle présente une 
fréquence de 4% seulement des explants de citrus lemon qui sont le siège d’une 
faible prolifération cellulaire. La figure 24 rend compte de la fréquence de la 
réponse callogéne.  

 

Figure 24 - Fréquence de la callogenése de citrus lemon suivant la combinaison 
d’2,4-D et BAP  

3.1.2.3. Fréquence de la callogenése de citrus lemon suivant la 
combinaison d’auxine AIB et de cytokinines BAP et KIN 

Le milieu M1 de AIB 0,1 mg/L et BAP 1 mg/L d’une freqeunce de 24% s’avère 
être le plus favorable par rapport aux autres milieux. Sur le milieu M3 de AIB                     
0,1 mg/L et KIN 1 mg/L, la callogénese observée est faible, elle présente une 
fréquence de 10% seulement des explants par contre pas de réponse callogéne 
pour les milieux M4 et M2. La figure 25 rend compte de la fréquence de la réponse 
callogéne. 
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Figure 25 - Fréquence de la callogenése de citrus lemon suivant la combinaison 
d’AIB, BAP et KIN 

Au cours de ces études sur la callogenése de citrus lemon , L’observation a 
été réalisée sur des cals provenant de milieux ayant donné les meilleurs 
pourcentages d’induction callogenése. Ainsi,  l’aspect des cals change en fonction 
du milieu de culture et des conditions d’incubation. En effet, l’incubation,  dans Le 
milieu de ANA 0,5mg/L BAP 1mg/L a donnée la meilleure réponse callogéne. 
L’initiation de la callogenése à partir du 5ème jour de culture et à l’obscurité, donne 
des cals ayant une coloration jaune et intensité importante. Par contre cette 
intensité est moins importante et tardive sur le milieu MS d’2,4-D (0,1mg/L) et BAP 
(1mg/L) où on a remarqué l’initiation de cal après le 20ème jour de la culture. 

La combinaison de AIB avec BAP et KIN a donnée AIB 0,1mg/L BAP 1mg/L 
l’intensité la plus importants, cultivés en à la lumière, les cals prennent une 
coloration verte foncé  et initie la callogenése à partir 8éme jours de culture.  

Il faut cependant souligner que la réponse des explants mis en culture varie en 
fonction de la variété, la nature et la concentration de l’hormone de croissance 
additionnée. Le suivi de la cinétique de croissance des cals nous a permis de 
mettre en évidence que le milieu MS ANA 0,5 mg/L BAP 1 mg/L représente 32% 
d’explants répondes  a la callogenése, il a grand effet sur l’induction callogené par 
rapport au MS AIB 0,1 mg/L BAP 1 mg/L qui a était plus au moins important avec 
24% d’explants répondus à la callogenése, le milieu MS 2,4D 0,1 mg/L BAP 1mg/L 
était le plus faible avec 15% d’explants répondus a la callogenése. 

Plusieurs travaux montrent que l’utilisation d’auxines et en particulier ANA assure 
le déclenchement de cals  chez un grand nombre d’espèces de Citrus. D’après les 
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expériences de Neelam (2011), la meilleur callogenése a était dans le milieu MS 
avec ANA 0,5mg/L et BAP 2mg/L. 

Benyahia et al. (2012) ont rapporté que, en termes de taille des cals, le milieu MS 
avec 2,4-D 1mg/L et BAP 0,5mg/L a permis l’obtention des cals granuleux et 
volumineux par rapport aux autres milieux utilisées tel que ANA 0,5mg/L et BAP 
1mg/L.    

Ramdan et al. (2014) ont utilisé différentes concentrations de régulateurs de 
croissance 2,4-D et BAP (0,5 ; 1 ; 2 et 3 mg/L) dans le but d’obtenir la meilleure 
formation de cals. Ils affirment que la combinaison qui a un effet significatif sur 
l’induction de cal a été observée avec 2,4-D 1 mg/L et BAP 0,5 mg/L. 

3.2. Induction de la Caulogenése indirecte de citrus lemon 

Les cals provient de la callogenése, on a utilisés  pour obtenu la caulogenése 
indirecte. Ceci pourrait être attribué en présence des rapports  auxine/ cytokinine 
dans le milieu de culture. Nous avons pensé à découpé les cals de citrus lemon en 
petits morceaux (planche 8) puis les repiques sur d’autres milieux MS contenant  
des combinaisons hormonales. Il serait possible de stimuler la régénération des 
bourgeons, voir augmenter les manifestations caulogénes attendues. L’étude a été 
faite sur les milieux MS additionné d’ANA et  2,4-D combiné avec BAP ou KIN.   

 

Figure 26 - Pourcentage d’explants callogenés de citrus lemon en fonction des 
différentes combinaisons hormonales sur le milieu MS 

Après 20 jours en moyenne de culture on constate que aucune formation de 
bourgeon na été développe au niveau des cals, par contre on a remarque  la 
croissance du volume des cals. Il est plus élevé sur le milieu MS 2,4-D 0,1 mg/L BAP 
1 mg/L avec 63% alors que elle est de 45  sur le milieu MS 2,4-D 0,1 mg/L BAP 
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0,1mg/L. Une réponse callogéne avec KIN 1mg/L avec un faible pourcentage de 
25% mais pas de croissance sur le milieu MS ANA 0,1 mg/L avec BAP 1 mg/L et BAP 
0,1 mg/L (fig. 26).  

Au cours de nos études sur la caullogenése indirectede citrus lemon, nous avons vu 
que les explants de citrus lemon cultivés n’ont pas tous le même comportement et 
que ce dernier a varié suivant la composition du milieu de culture utilisé. La 
formation de bourgeons à toujours été directe, elle ne s’est jamais produite à 
partir d’un cal. 

Les expériences de Ibrahim (2012), ont rapporté que La régénération indirecte de 
pamplemousse (citrus maxima) a été obtenu sur le milieu MS additionné  de 
0,1mg/L ANA avec BAP 1mg/L un taux de 80%.des résultats similaire ont été 
obtenu avec Taha (2009) ; Begum et al (2003). 

Ali et Mirza(2006), ils ont utilise des milieux MS additionné de 2,4-D et ANA pour la 
régénération indirecte des explants de citron (citrus limon).ils sont constate que le 
taux de régénération le plus élève été sur de milieu additionné 2,4-D avec 92% et 
sur milieu additionné ANA est de 70%.   
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Planche 8 - Callogenése de citrus lemon sur le milieu MS+ANA/BAP et 2,4-D/BAP 

a. état initial du cal 
b. état du cal divisé 
c. cal sur le milieu ANA/KIN 
d. cal sur le milieu ANA/BAP  
e. cal sur le milieu 2,4-D/BAP. 

 
3.3. Induction de la Caulogenése directe de citrus lemon 

Certains milieux employés lors de la callogenése se sont révélés caulogénes  
après la mise en culture des explants de citrus lemon. L’analyse de la fig. 27, fait 
ressortir que la combinaison de différents concentrations de BAP (0,1 ; 0 ,5 ; 1 
mg/L) avec les auxines, la BAP 1 mg/L avec AIB et ANA ont permis d’obtenir le 
pourcentage d’explants caulogénes le plus élevé  respectivement 56% et 42%, 
tandis que  2,4-D  il été 20%. 

b 

c 
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Figure 27- pourcentage d’explants caulogenés de citrus lemon en fonction des 
différentes combinaisons hormonales sur le milieu MS 

La mise en culture d’explant d’apex caulinaire de citrus lemon sur le milieu 
MS AIB 0,1 mg/L et BAP 1 mg/L se révèle le plus caulogéne, puisque 56% des 
explants cultive sont le siège d’une néoformation de bourgeons (Tab.12).en outre, 
nous notons en moyenne 4 pousses feuillées par explants (planche 8). 

Le milieu MS ANA 0,1 mg/L BAP 1 mg/L donne lieu, lui aussi, à des résultats 
intéressants ; 42% des fragments mis en culture produisent 4 bourgeons en 
moyenne par explant (planche 9). Les résultats enregistrés avec le milieu MS 2,4-D 
0,1 mg/L et BAP1 mg/L sont faible par rapport aux autres milieux présente un taux 
de 20% (Tab.12) et nombre de bourgeons 2 en moyenne par explant. 

Tableau 12 - Fréquence et intensité de la caulogenése directe de citrus lemon 
suivant la nature du milieu de culture. 

Milieu de culture Explants caulogénes (%) Nombre moyen de 
bourgeons/explants 

MS 2,4-D 0,1 mg/L BAP 1mg/L 20% 2 

MS ANA 0,1 mg/L BAP 1 mg/L 42% 4 

MS AIB 0,1 mg/L BAP 1 mg/L 56% 4 

Ce présent travail nous permis d’obtenir une organogénèse, avec formation de 
pousses feuillées directement sur les explants (organogénèse directe). 

Nous avons constaté que, l’usage de la BAP avec différents auxines dans le milieu 
d’induction est favorable à la caulogenése directe sur l’ensemble des explants. Plus  
la concentration de BAP utilisée augment, plus le pourcentage des explants 
caulogénes augment.     
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Les résultats similaires aux nôtres, signalent l’induction d’organogénèse directe est 
favorisée par l’addition de cytokinine dans le milieu. Les meilleures réponses ont 
été enregistrées avec  le milieu additionné ANA (0,5 ; 1 mg/L) et AIB (0,5 ; 1 mg/L) 
pour l’organogénèse (Singh et al, 1994 ; Kiran et Bikramjit, 2012). 

L’induction de pousses a été constatée directement proportionnelle à 
l'augmentation des niveaux de BAP et ANA sur le milieu de MS. Usman et al. (2005) 
ont montré le pourcentage le plus élevé (95,13%) a été lors la culture avec 
concentration de BAP (10 mg/L) tandis que la capacité de régénération des 
pousses a  été plus bas (47,50%) avec la concentration BAP (0,1 mg/L). 
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Planche 9 – la caulogenése directe de citrus lemon sur le milieu MS AIB 0,1 mg/L + 
BAP 1 mg/L ; MS ANA 0,1 mg/L + BAP 1 mg/L ; MS 2,4-D 0,1 mg/L + BAP 1mg/L. 

a b 

d e f 

g 
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h i 



Chapitre III                                                                                                                                      Résultats et discussion 

66 
 

a. Apparition de bourgeons après une semaine de culture sur le milieu MS 2,4-
D 0,1 mg/L + BAP 1mg/L  

b. Apparition de bourgeons après une semaine de culture sur le milieu MS  AIB 
0,1 mg/L + BAP 1 mg/L 

c. Apparition de bourgeons après une semaine de culture sur le milieu MS 

ANA 0,1 mg/L + BAP 1 mg/L et  
d. Développement de feuilles après 2 semaines de culture sur le milieu MS 2,4-

D 0,1 mg/L + BAP 1mg/L ;  
e. Développement de feuilles après 2 semaines de culture sur le milieu MS AIB 

0,1 mg/L + BAP 1 mg/L; 
f. Développement de feuilles après 2 semaines de culture sur le milieu MS 

ANA 0,1 mg/L + BAP 1 mg/L. 
g. Apparition des feuilles secondaires après 5 semaines de culture sur le 

milieu MS 2,4-D 0,1 mg/L + BAP 1mg/L ;  
h. Apparition des feuilles secondaires après 5 semaines de culture sur le 

milieu MS AIB 0,1 mg/L + BAP 1 mg/L; 
i. Apparition des feuilles secondaires après 5 semaines de culture sur le 

milieu MS ANA 0,1 mg/L + BAP 1 mg/L. 
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Conclusion générale 

 Les techniques employées en biotechnologie végétale constituent 
actuellement d’importantes voies pour la multiplication et l’amélioration 
génétique des espèces végétales, dont les arbres fruitiers en général et les 
agrumes en particulier.  

Contrairement à la multiplication traditionnelle, les nouvelles techniques, dont la 
culture in-vitro, sont un moyen efficace pour coloniser rapidement un milieu 
favorable. Elles permettent d'obtenir plusieurs descendants à partir d'un seul et 
même individu. Ces descendants sont non seulement parfaitement identiques 
entre eux, mais aussi identiques à la plante mère. La multiplication végétative 
assure la stabilité des caractères dans la descendance, elle augmente la production 
de végétaux choisis pour leurs qualités et elle permet également de sauver 
certaines espèces. En effet, grâce à la culture in-vitro, la nouvelle plante obtenue 
est saine, même si le pied mère était malade. 

La multiplication in-vitro par micropropagation est une alternative de propagation 
conforme et rapide pour la multiplication des Citrus. Au terme de cette étude, 
nous pouvons conclure que cette espèce récalcitrante peut être cultivée in-vitro. 

Notre étude consiste à améliorer les techniques de propagation en se référant à la 
multiplication in-vitro et d’essayer de régénérer in-vitro des plants entiers de Citrus 
via l’organogenése directe et indirecte. 

L’ensemble des résultats expérimentaux concernant les conditions de 
multiplication de Citrus, réalisés dans ce travail, permettent de tirer les conclusions 
suivantes concernant l’optimisation des conditions de culture in-vitro par 
micropropagation : 

 La désinfection de notre matériel végétal par l’hypochlorite de sodium à 
une concentration de 10% semble être le plus favorable ; 

 Le temps de stérilisation présente un effet significatif sur la germination et 
la contamination, la stérilisation pendant un temps de 10min, est la plus 
performante ; 

Nous avons testé trois principaux facteurs susceptibles d’influencer la 
germination  pendent l’incubation qui sont : 

 Le tégument des graines n'a pas d’effets sur la germination mais il accélère 
la croissance des plantules; 

 La température la plus convenable pour la germination est 25°C ;  

 La germination à l’obscurité est avantagée mais pour une période allant de 
2 à 3 semaines pas plus ; 
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 Le milieu MS est plus favorable pour la germination des graines par rapport 
autres milieux de culture ; 

 Concernant la callogenése, on constate que la composition hormonale 
influence considérablement la taille et la texture de cals produites. Le milieu 
MS, additionné par des hormones de l’ANA à 0,5mg/L et BAP à 1mg/L, s’est 
révélé  plus favorable pour la callogenése ; 

 L’importance de la callogenése ne dépend pas seulement de la nature du 
régulateur de croissance mais aussi de sa concentration. Il faut une dose 
minimale pour pouvoir obtenir une induction callogéne ; 

 le suivi de la cinétique de croissance des cals nous a permis de mettre en 
évidence que la callogenése est profondément influencée par le milieu MS 
additionné 2,4-D à 0,1mg/L, mais il n’est pas d’effets sur la caulogenése 
indirecte ; 

 Concernant la caulogenése, les résultats de notre étude nous ont amené à 
confirmer l’usage de la BAP avec différents auxines dans le milieu 
d’induction est favorable à la caulogenése directe sur l’ensemble des 
explants. Plus  la concentration de BAP utilisée augmente, plus le 
pourcentage des explants caulogénes augmente ;  

 Le meilleur développement des bourgeons en pousses est obtenu en 
présence de l’AIB à 0,1mg/L et BAP à 1mg/L et favorise la caulogenése 
directe. 

En perspectives, la poursuite de ces travaux est envisagée afin d’aboutir à 
l’amélioration du rondement de la technique de micropropagation et de prendre 
en considération les facteurs influençant la culture in-vitro. Cependant, Il est 
nécessaire de maitriser l’enracinement des embryons et l’acclimatation. 
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Résumé 

Le présent travail a porté sur l’étude de la multiplication de mandarine (Citrus reticulata) 
par la technique de la culture in-vitro.  L’analyse des résultats aboutit à la détermination 
de la meilleure technique pour la désinfection des explants. L’utilisation de l’hypochlorite 
de sodium à une concentration de 10% pendant un temps de 10min est le plus efficace 
pour la désinfection des graines et la germination est plus réussit à une température de 
25°C et à l’obscurité pendant une durée de 2 à 3 semaines au maximum. 

L'effet de diverses concentrations et combinaisons d'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique 
(2,4-D), 6 -benzylaminopurine (BAP), acide naphtalène acétique (ANA) et acide a-
aminoisobutyrique (AIB) ont été étudiée sur régénération d’explants de mandarine (citrus 
reticulata). L’induction de Cal a été observée sur un milieu de Murashige et Skoog (MS) 
avec ANA 0,5 mg /L et BAP 1 mg/L à partir des explants de tige présentant la plus haute 
réponse (32%). La régénération direct des pousses était la plus élevée (30%) pour 
l’explant de tige on milieu MS avec AIB 1 mg/L et BAP 0,1 mg/L. 

Mots clé : micropropagation, culture in-vitro, Citrus, callogenése, caulogenése, 
phytohormone. 

Abstract 

This work has focused on the study of multiplication mandarin (Citrus reticulata) by the 
technique of in-vitro culture. The analysis results lead determining the best technique for 
disinfection of explants. The use of sodium hypochlorite at a concentration of 10 % for a 
time of 10 minutes is the most effective for disinfecting the seeds and germination is 
more successful at a temperature of 25 °C and in the dark for a period 2-3 weeks.  

The effect of various concentrations and acid combinations 2,4- dichlorophenoxyacetic            
(2,4-D), 6 -benzylaminopurine (BAP) , naphthalene acetic acid (NAA ) and a- 
aminoisobutyric acid ( AIB ) were studied in regenerating explants mandarin (Citrus 
reticulata) . Cal induction was observed on a Murashige and Skoog (MS) supplemented 
with NAA 0.5 mg/L BAP and 1 mg/L from stem explants having the highest response (32 
%). The direct shoot regeneration was highest (30 %) in stem segment explants on MS 
medium supplemented with AIB 1 mg/L BAP and 0.1 mg/L. 

Key words: micropropagation, in-vitro culture, citrus, callogenesis, caulogenesis, 
phytohormones. 

 ملخص

 استخدام ان تاكد النتائج تحليل. المختبر في الزرع تقنية بواسطة الحمضيات تهجين تقنية دراسة على العمل هذا ركز

 درجة 25 حرارة درجة في الإنبات و البذور لتعقيم فعال دقائق 10 لمدة ٪ 10 بتركيز الصوديوم هيبوكلوريت مطهر

. اكثر لا اسابيع ثلاثة الى اسبوعين لفترة الظلام في و مئوية

 ) النفثالين الخليك وحامض ، benzylaminopurine ( BAP ) 6ك مختلفة بتركيزات الهرمونات مختلف استخدام

NAA ) الحيوى الوسط فى الزرع فى الكلور ثنائى وحمض MS 0,5 بتركيزات عالية نتائج اعطى mg /L  لالهرمون  

ANA و mg /L 1 لالهرمون BAP  الساق لازدراع ٪30 على المباشر التجديد وكان .اللين النسيج تطوير و تحسين في 

 BAP لالهرمون mg /L 1 وAIB  لالهرمون  mg /L 0,1بتركيزات   MS الوسط على

 . نباتي هرمون  ،callogenése, caulogenése ، الحمضيات المختبر، في ، الدقيق الإكثار : الرئيسية الكلمات




