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Effects of culture medium and light on somatic embryogenesis of olive tree
(Olea europaea L.) cv. Picholine marocaine.

Abstract — Introduction. Until now, no protocol has been developed for the somatic embry-
ogenesis of the Picholine olive tree, a cultivar exploited in nearly 98% of the olive tree orchards
in Morocco. Thus, our work aimed to study the effects of the culture medium composition and
the light on the induction and the development of somatic embryos of this variety. Materials
and methods. After disinfection of Picholine olive tree stones, cotyledons were cultured after
removal of the zygotic embryos. They were put in petri dishes either totally, or by distinguish-
ing the proximal and distal parts. For the phase of the embryogenic callus induction, four basic
culture mediums [Murashige and Skoog (MS), Bourgin and Nitsch (BN), Schenk and Hilde-
brandt (HS) and Canas and Benbadis (OMo)], with added growth regulators (zeatin and NAA),
were tested either in the darkness, or in a 16 h photoperiod. After 6 weeks of culture on these
induction media, the calli were transferred into tubes, in fresh culture media but without NAA,
and were subjected to a 16 h photoperiod. At the end of this phase, the seedlings with well-
developed roots and at least two leaves were transplanted into pots containing a substrate and
were acclimatized in a greenhouse. Results. The best results of induction and development of
the somatic embryos were obtained with the MS medium and no morphogenesis was observed
on the OMc medium. Incubation under light conditions significantly reduced the embryogenic
callus induction and inhibited the plantlet regeneration. The cotyledon proximal parts showed
better results than the distal parts. The plantlet regeneration rate reached 40% of the explants
cultured and the survival percentage obtained after their acclimatization reached 94%.
Conclusion. The protocol described showed the embryogenic capacity of the cv. Picholine
marocaine. It could be exploited for the propagation of this olive tree in Morocco.

Morocco / Olea europaea / plant propagation / in vitro culture / culture media /
somatic embryogenesis / in vitro regeneration

Effets du milieu de culture et de la lumiére sur ’embryogenése somatique de
Iolivier (Olea europaea L.) cv. Picholine marocaine.

Résumé — Introduction. Jusqu'a présent, aucun protocole n’a été développé pour
I'embryogenese somatique de I'olivier Picholine, cultivar exploité dans pres de 98 % des plan-
tations d’oliviers au Maroc. Nos travaux ont donc cherché a étudier les effets de la composi-
tion du milieu de culture et de la lumiere sur l'induction et le développement d'embryons
somatiques chez ce cultivar. Matériel et méthodes. Apres désinfection des noyaux d’olives
Picholine, des cotylédons ont été mis en culture apres suppression des embryons zygotiques.
IIs ont été disposés en boites de Pétri soit entiers, soit en distinguant les parties proximales et
distales. Pour la phase d’induction de cals embryogenes, quatre milieux de base [Murashige et
Skoog (MS), Bourgin et Nitsch (BN), Schenk et Hildebrandt (SH) et Canas et Benbadis
(OMo)], additionnés de régulateurs de croissance (zéatine et ANA), ont été testés soit a 'obs-
curité, soit en photopériode de 16 h. Apres 6 semaines de culture sur ces milieux d'induction,
les cals ont été transférés en tubes, dans des milieux de culture frais mais sans ANA et soumis
a une photopériode de 16 h. A lissue de cette phase, les plantules présentant des racines
bien développées et au moins deux feuilles ont été repiquées dans des pots contenant un
substrat et acclimatées en serre. R€sultats. Les meilleurs résultats d’induction et de dévelop-
pement des embryons somatiques ont été obtenus avec le milieu MS et aucune morphoge-
neése n'a été observée sur le milieu OMc. L'incubation 2 la lumiére a significativement réduit
I'induction des cals embryogénes et a inhibé la régénération des plantules. Les parties proxi-
males des cotylédons ont donné de meilleurs résultats que les parties distales. Le taux de
régénération de plantules a atteint 40 % des explants mis en culture et le pourcentage de sur-
vie obtenu aprés leur acclimatation a atteint 94 %. Conclusion. Le protocole décrit a démon-
tré la capacité embryogeéne du cultivar Picholine marocaine. Il pourra étre exploité pour la
propagation de cet olivier au Maroc.

Maroc / Olea europaea / multiplication des plantes / culture in vitro / milieu de
culture / embryogenése somatique / régénération in vitro
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1. Introduction

Lolivier (Olea europaea) est une espece frui-
tiecre cultivée essentiellement en zone
méditerranéenne ; ses produits sont trés
appréciés pour leur haute valeur nutrition-
nelle et médicinale. L'espece est traditionnel-
lement multipliée par bouturage et par gref-
fage et son amélioration génétique est
difficile du fait de la longue phase juvénile de
la plante et de son auto-incompatibilité [1].

Bien que les techniques de culture
in vitro offrent des perspectives trés pro-
metteuses pour une production en masse,
ainsi que l'assainissement et 'amélioration
génétique de la plante, de telles études ont
été tres limitées sur 'olivier. Méme si cer-
tains résultats intéressants ont été obtenus
sur le microbouturage et I'embryogeneése
somatique, lefficacité de ces techniques
n'est pas encore optimale [2].

Comparativement au microbouturage,
I'embryogenese somatique est une voie tres
intéressante pour la propagation des plan-
tes et pour la diffusion accélérée du maté-
riel sélectionné. Elle peut aussi étre exploi-
tée pour la régénération de plantes
transgéniques. Les quelques travaux ache-
vés sur 'embryogenese somatique de l'oli-
vier n'ont abouti a la régénération de plan-
tes que chez certains cultivars comme
Dolce agogia, Leccino, Frantoio et Moraiolo
[3], Canino [4, 5] et Moraiolo [4], et chez
lolivier sauvage var. sylvestris [0].

Jusqu'a présent, aucun protocole n’a été
développé pour le cultivar Picholine dont
les olives sont utilisées aussi bien pour la
table que pour la production d’huile. Ce
cultivar est celui qui est exploité dans pres
de 98 % des plantations d’oliviers au
Maroc. Chez cet arbre, les facteurs contro-
lant la germination in vitro des embryons
zygotiques ont été étudiés [7], et une orga-
nogenese indirecte a pu étre induite a partir
de fragments de cotylédons [8].

L’analyse des travaux réalisés avec diffé-
rents génotypes d’olivier a montré que la
réussite  de l'embryogenése somatique
dépendait de plusieurs facteurs dont la
composition minérale et hormonale des
milieux de culture [1, 9], le génotype [10] et
le type d’explant utilisé [11]. De plus, la
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lumiere affecterait également I'embryoge-
nése somatique de plusieurs espeéces frui-
tieres, dont l'amandier [12]. En consé-
quence, nos travaux ont cherché a étudier
les effets de la composition du milieu de
culture et de la lumiere sur I'induction et le
développement d'embryons somatiques
chez l'olivier Picholine au Maroc.

2. Matériel et méthodes

2.1. Source d’explants
et désinfection

Des noyaux d'olives récoltés sur des oli-
viers Picholine ont été désinfectés pendant
2 min avec de I’éthanol a 70 % avant d'étre
immergés durant 15 min dans une solution
d’hypochlorite de sodium diluée de moitié
et additionnée de quelques gouttes de
Tween 20. Ces noyaux ont ensuite été rin-
cés trois fois a leau distillée stérile, puis
disposés sur du papier filtre stérile placé en
boites de Pétri. Celles-ci ont été mises 24 h
a lobscurité, a une température de
(25 £ 2) °C. Les cotylédons entiers ont
alors été mis en culture apres suppression
des embryons zygotiques. Dans un second
essai, les parties proximales et distales des
cotylédons ont été distinguées et mises en
culture séparément.

2.2. Milieux de culture

Quatre milieux de culture ont été utilisés
pour linduction des cals, ceux de
Murashige et Skoog [13], Bourgin et Nitsch
[14], Schenk et Hildebrandt [15] et Canas et
Benbadis [16].

Ces milieux, contenant 30 g-L™! de sac-
charose et solidifiés par 8 g-L™! d’agar (bac-
tériologique, Difco), ont été enrichis par
0,5 mg-L™' de zéatine et 2 mg-L™! d’acide
naftaléne acétique (ANA); les cultures
témoins n'ont comporté aucun régulateur
de croissance. L’autoclavage a été de 20 min
a 121 °C, apres ajustement du pH 2 5,8.

Pour l'induction des cals, les milieux de
culture ont été répartis dans des boites de
Pétri contenant 20 mL de milieu par boite



et, au stade régénération, les explants ont
été transférés dans des tubes a essai conte-
nant 15 mL de milieu de culture. L'expéri-
mentation a porté sur 20 explants par trai-
tement (quatre milieux de culture avec
régulateur de croissance et un milieu
témoin) et chacun d'eux a été répété cinq
fois. Ainsi, il y a eu 100 explants mis en cul-
ture pour chaque traitement.

2.3. Subcultures

Afin de favoriser le développement des
embryons somatiques et par la suite leur
régénération en plantules, aprés 6 semai-
nes de culture sur le milieu d’induction, les
cals ont été transférés dans des milieux de
culture frais mais ne contenant, en plus des
constituants de base, que de la zéatine 2
0,5 mg-L 7%,

A lissue de cette phase d’environ 3 mois,
les plantules présentant des racines bien
développées et au moins deux feuilles ont
été repiquées dans des pots contenant un
substrat préalablement autoclavé pendant
60 min et composé de deux volumes de
tourbe, pour un volume de sable et deux
volumes de vermiculite. L’acclimatation a
eu lieu en serre vitrée dans des conditions
d’environnement controlées.

2.4. Conditions de culture

L’incubation en phase d’induction de cals a
eu lieu a l'obscurit¢é ou a la lumiere
(3000 Lux, 16 h de photopériode). La phase
de développement et de régénération des
plantules a eu lieu 2 la lumiere sous une
photopériode de 16 h. La température a été
maintenue a (25 * 2) °C.

2.5. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été soumis 2 une
analyse de variance 2 deux critéres de clas-
sification. Les pourcentages zéro ont subi la
transformation [1/4 n], n étant le nombre
d'explants mis en culture. Tous les pour-
centages (9 ont subi la transformation
[arcsin ﬁ]. Les moyennes des facteurs étu-
diés ont été analysées par le test de New-
man et Keuls [17].

Embryogenéese somatique de I'olivier au Maroc
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3. Résultats

3.1. Induction des cals

3.1.1. Effet du milieu de culture

La composition du milieu de culture a signi-
ficativement (p < 0,001) affecté I'induction
des cals. Le meilleur résultat a été obtenu
avec le milieu Murashige et Skools (MS) sur
lequel 79 % des cals mis en culture ont été
induits ; des pourcentages d’induction inter-
médiaires ont été obtenus avec les milieux
Bourgin et Nitsch (BN, 46,6 %) et Schenk et
Hildebrandt (SH, 39,5 %) ; les plus faibles
résultats ont été obtenus avec le milieu
Canas et Benbadis (OMc, 14 %) (figure 1).

Les cals développés sur les milieux MS,
BN et SH ont été compacts et de couleur
blanchitre a Pobscurité et verdatre lorsque
cultivés 2 la lumiére. A noter que 70 %
des cals induits dans le milieu BN ont été
friables.

Les cals obtenus sur le milieu OMc ont
été de petite taille et se sont principalement
localisés au niveau des marges incisées des
explants ; ils ont été friables et leur colora-
tion a été hétérogene.

3.1.2. Effet de la lumiére

Aprés 6 semaines de culture, I'incubation
des explants 2 lobscurité a permis
d’obtenir 50,5 % de cals embryogenes alors
que, en conditions lumineuses, ce taux n’a
été que de 39,1 %. La lumiere a donc

Fruits, vol. 58 (3)

Figure 1.

Effet de différents milieux de
culture sur 'induction de cals
embryogénes chez I'olivier
cv. Picholine marocaine apres
6 semaines de culture en
conditions controélées.

a, b, ¢, d: résultats
significativement différents
selon la méthode de Newman
et Keuls au seuil de 5 %.
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Figure 2.

Comparaison des effets de la
lumiere et du milieu de culture
sur I'induction de cals
embryogénes d’oliviers

cv. Picholine marocaine apres
6 semaines de culture en
conditions contrblées.

a, b, c, d : résultats
significativement différents
selon la méthode de Newman
et Keuls au seuil de 5 %.

Figure 3.

Effet de différents milieux de
culture sur la régénération de
plantules d’olivier cv. Picholine
marocaine a partir de
cotylédons entiers aprés

3 mois de culture en conditions
contrblées. a, b, c, d : résultats
significativement différents
selon la méthode de Newman
et Keuls au seuil de 5 %.
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significativement (p < 0,05) freiné I'induction
des cals.

Les cals formés a I'obscurité ont été glo-
bulaires, compacts et de couleur blanche.
Le début de la callogenese a été observé au
niveau des parties excisées. Les cals déve-
loppés a partir des explants cultivés a la
lumiere se sont formés a partir de la cou-
che superficielle des cellules ; certains ont
été friables (10 %) et les autres globulaires,
compacts et de couleur verte, brune ou
creme.

3.1.3.Interaction entre le milieu
de culture et la lumiére

Linteraction du milieu de culture et de la
lumiere a été significative (p < 0,001). Les
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meilleurs résultats ont été obtenus dans le
cas des explants mis en culture a 'obscu-
rité dans le milieu MS, qui ont donné lieu a
88 % de cals embryogenes (figure 2). Pour
les autres milieux, les taux d’induction
obtenus a I'obscurité ont également été les
meilleurs.

3.2. Développement des embryons
somatiques et régénération
des plantules

Les embryons somatiques obtenus sur le
milieu de développement ont été de colo-
ration blanche et se sont développés seuls
ou en groupes. Certains d’entre eux se sont
détachés facilement alors que d’autres sont
restés liés au cal. A noter que de nouveaux
pro-embryons au stade globulaire de cou-
leur blanche se sont développés apres 7 et
8 semaines de culture, mais ce processus
s’est arrété apres cette période de culture.
Cependant, certains de ces embryoides ont
montré un développement aux deux poles
(apical et racinaire) et ont continué leur
développement.

Sans ajout de régulateurs de croissance
dans le milieu utilisé pour I'induction des
cals, il n’y a pas eu régénération de plantu-
les, de méme dans le cas ou l'achévement
de l'induction était effectué a la lumiere. La
régénération a eu lieu sur tous les milieux,
sauf sur le milieu de Canas et Benbadis, les
différences observées étant significatives
(p£0,00D). Le meilleur taux de régénéra-
tion de plantules a eu lieu sur le milieu
Murashige et Skools (37 %) (figure 3).

La régénération des plantules a été signi-
ficativement plus importante  quand
I'explant mis en culture provenait de la par-
tie proximale du cotylédon, comparative-
ment aux tissus prélevés dans la partie dis-
tale. Le taux de plantules régénérées le plus
élevé (40 %) a été observé pour les
explants transférés sur le milieu MS

(figure 4).

3.3. Transfert en sol des plantules
régénérées

Apres transfert des plantules régénérées
dans des substrats en pots placés en



conditions environnementales contrdlées,
94 % des plantules développées sur le
milieu BN, 90 % de celles issues du milieu
SH et 84 % de celles obtenues sur milieu MS
ont pu continuer a se développer sous serre ;
ces différences de taux ont été significatives
(p <£0,00D) et les plantules obtenues ont été
morphologiquement comparables a celles
issues de micropropagation a partir de
bourgeons axillaires ; elles n'ont présenté
aucune anomalie phénotypique apparente.

4. Discussion et conclusion

Des embryons somatiques et des plantules
entieéres ont donc été régénérés a partir de
fragments de cotylédons prélevés sur des
noyaux d’oliviers Picholine, cultivar prédo-
minant au Maroc.

Chez lolivier, I'embryogenese somati-
que a été obtenue a partir de différents
types d’explants notamment d’embryons
zygotiques immatures [3], de fragments de
cotylédons [0] et de fragments de pétioles
issus de vitroplants [4, 5, 18].

Dans le cas du cultivar Picholine, le
milieu Murashige et Skools (MS) s’est nette-
ment distingué des autres milieux testés :
Bourgin et Nitsch (BN), Schenk et
Hildebrandt (SH) et Canas et Benbadis
(OMo). Dans le cas d’autres cultivars d’oli-
vier comme Dolce agogia, Frantoio et
Moraiolo, le milieu MS dilué de moitié a été
plus bénéfique que le milieu OMc dilué de
moitié [3]. Le milieu MS a été bénéfique 2a
I'embryogenese somatique pour la plupart
des auteurs [19, 20], alors que d’autres ont
préféré utiliser le milieu OMc [4, 6, 21] ou
SH [22]. 1l existerait donc des différences
nutritionnelles d'un génotype dolivier 2
l'autre. De récents travaux sur la micropro-
pagation du cultivar d’olivier ‘Chondrolia
Chalkidikis’ en Grece ont montré que le
milieu woody plant medium (WPM) [23]
permettait une meilleure prolifération des
pousses que le milieu OMc [24].

En s’appuyant sur les résultats de Rugini
[3], le fait que le milieu MS ait permis la
meilleure induction de cals embryogenes et
de régénération de plantules pourrait étre
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attribué a  sa richesse en azote :

60,01 mEq-L™ dazote total, alors que les
milieux BN, SH et OMc n’en contiennent
que 27,3 mEq-L7L. Leffet stimulateur de
l'azote dans le processus d’embryogenese
somatique a dailleurs été confirmé chez
d’autres especes tels que le mais [25] et le
blé [26]. Les auteurs alors concernés ont
rapporté que cet effet stimulateur de l'azote
serait dU plus spécialement aux nitrates.

Caboche [27] a évoqué le role trés impor-
tant du rapport [azote / hydrates de car-
bone] dans le controle de la biosynthese
des régulateurs de croissance dans les tis-
sus indifférenciés de Nicotiana plambagu-
nifolia et a signalé que les nitrates assu-
raient d’autres fonctions encore inconnues
dans la morphogenese.

Le milieu MS contient aussi les teneurs
en Ca™ les plus élevées (598 mEq-L™h)
alors que les milieux OMc et BN contien-
nent les taux les plus élevés en bore :
(200,5 et 161,7) mEq L7}, respectivement.

Lexistence d’'un gradient de potentiel de
régénération mis en évidence selon que
I'explant provient de la partie proximale ou
distale du cotylédon du noyau d’olive avait
déja été signalée chez les cultivars Tanche
et Picual [10] et chez Dolivier sauvage syi-
vestris [6]. A noter que certains cals ont
donné des embryons somatiques et
d’autres n'ont permis que la formation de
racines et, comme le précisent Mitrakos
et al. [21] chez Volivier et Paul et al. [28]
chez Golden delicious, c’est l'auxine qui
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Figure 4.

Effet de différents milieux de
culture sur la régénération de
plantules d’olivier cv. Picholine
marocaine, issues des parties
proximales et distales des
cotylédons. Les pourcentages
suivis par la méme lettre ne
sont pas significativement
différents selon la méthode
de Newman et Keuls au seuil
de 5 %.
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serait responsable de la stimulation des
racines.

Les meilleurs résultats d’induction de
cals embryogenes et de régénération de
plantules ont été obtenus lorsque les
explants avaient subi une phase d’induc-
tion a obscurité. A linverse, la lumiere, 2
cette étape de la régénération, a réduit de
facon notable I'induction des cals et inhibé
par la suite 'embryogenese somatique. Ce
résultat est conforme 2 ceux obtenus chez
d’autres cultivars d’olivier [4, 22] et chez
d’autres especes telles que la vigne [29], le
pécher et le nectarinier [30]. Cependant,
des résultats inverses ont été rapportés
chez d’autres espéces, notamment pour le
chéne [31] et méme pour l'olivier sauvage
[6] qui a permis d’obtenir de I'embryoge-
nése somatique a partir d’embryons zygoti-
ques mirs mis en culture sous des condi-
tions de lumiére. Des travaux réalisés sur
Picea abies ont montré que c’est la qualité
de la lumiere qui affecterait la croissance
des tissus embryogenes et que cet effet
serait trés fortement dépendant du géno-

type [32].

Les cals produits en obscurité ont été
noduleux et embryogenes. Apres transfert a
la lumiere, ils sont devenus verts ; a leur
surface, d’autres embryons somatiques de
couleur blanchitre ont continué a se for-
mer sur le milieu de développement pen-
dant 1 a 2 semaines, puis le processus s’est
arrété sans manifester d’autres réactions
morphogénétiques. Les derniers embryons
formés apreés exposition 2 la lumiére pour-
raient avoir été induits a 'obscurité puisque
la lumiere a inhibé la formation des
embryons somatiques 2 partir des cals qui
y avaient été transférés apres induction a la
lumiere. Cette hypotheése a aussi été formu-
lée par Rugini [33] aprés expérimentation
sur le cultivar d'olivier Canino.

Le fait que certains embryons somati-
ques formés aient développé a leur surface
d’autres embryons somatiques pourrait étre
di 2 un effet stimulateur imputable aux
premiers embryons développés. Cette
hypothése s’accorde avec celle formulée
sur Coffea arabica par Sondahl et Sharp
[34], Sondahl et al. [35] et Staritsky [306].
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Le protocole adopté pour l'embryoge-
nése somatique du cultivar d’olivier Picho-
line au Maroc a permis une régénération de
40 % de plantules parmi les explants mis en
culture et 94 % d’entre elles ont pu étre éta-
blis en terre. L'acclimatation des plantules
régénérées a varié selon le milieu de cul-
ture utilisé in vitro. La croissance en terre
des plants issus d’embryons somatiques
pourrait dépendre des effets cumulatifs des
traitements subis durant la culture in vitro
[37]. Dans le cas de l'olivier, il a été rap-
porté que le niveau de différenciation des
tissus des pousses in vitro serait fonction
du milieu de culture utilisé et pourrait étre
lié au taux de survie des plantules lors de
la phase d’acclimatation [38]. Les plantules
acclimatées ont montré un développement
normal. Le protocole décrit montre qu’il est
possible de maintenir chez lolivier une
capacité embryogene a long terme. Cela
peut étre particulierement avantageux pour
la propagation de l'espece et certaines
applications biotechnologiques.
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Efectos del medio de cultivo y de la luz en la embriogénesis somatica del
olivo (Olea europaea L.) cv. ‘Picholine marocaine’.

Resumen — Introduccioén. Hasta ahora, no se habia desarrollado ningin protocolo para la
embriogénesis somdtica del olivo Picholine, cultivar explotado en cerca del 98% de las
plantaciones de olivo en Marruecos. Nuestro trabajo tenia como objetivo el estudio de los
efectos de la composicion del medio de cultivo y de la luz en la induccién y desarrollo de
embriones somdticos en este cultivar. Material y métodos. Tras desinfeccion de los huesos
de Picholine, se pusieron en cultivo los cotiledones después de suprimir los embriones
cigdticos. Se colocaron en placas de Petri enteros o diferenciando las partes proximales y
distales. Para la fase de induccion de los callos embriogénicos, cuatro medios bdasicos
[Murashige y Skoog (MS), Bourgin y Nitsch (BN), Schenk y Hildebrandt (SH) y Canas y
Benbadis (OMo)], adicionados con reguladores de crecimiento (zeatina y ANA), fueron
probados en oscuridad o en fotoperiodo de 16 h. Tras seis semanas de cultivo en estos
medios de induccion, se pusieron los callos en tubos, con medio de cultivo fresco, pero sin
ANA y expuestos a un fotoperiodo de 16 h. Al término de esta fase, las plantulas con raices
desarrolladas y, al menos, dos hojas fueron trasplantadas en macetas que contenian un
sustrato y aclimatadas en invernadero. Resultados. Los mejores resultados de induccién y
desarrollo de embriones somadticos fueron obtenidos con el medio MS y no se observo
ninguna morfogénesis en el medio OMc. La incubacion a la luz disminuy6 significativamente
la induccion de callos embriogénicos e inhibi6 la regeneracion de las plantulas. Las partes
proximales de los cotiledones proporcionaron mejores resultados que las partes distales. La
tasa de regeneracion de las plantulas fue del 40% de los explantes puestos en cultivo y el
porcentaje de supervivencia obtenido tras aclimatacion alcanzé el 94%. Conclusion. El
protocolo descrito demostré la capacidad embriogénica del cultivar Picholine y podra
aplicarse para la propagacion de este olivo en Marruecos.

Marruecos / Olea europaea / propagaciéon de plantas / cultivo in vitro / medio
de cultivo / embriogénesis somatica / regeneracion in vitro
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