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 Résumé

La présente étude est le premier rapport sur la production de cals et de structures embryogènes à partir de cotylédons matures 
de Ceratonia siliqua. La régénération est fonction du matériel végétal utilisé et de la concentration de l’auxine. Dans le cas des 
cotylédons matures, la présence de l’acide 2,4 - dichlorophénoxyacétique a été nécessaire pour l’induction de la callogenèse. 
Cette auxine a favorisé une initiation rapide d’un cal embryogène très prolifère dans le cas de tous les explants et de toutes les 
concentrations testées. Le transfert des cals au milieu dépourvu d’auxine a aboutit au développement d’un nombre élevé de 
structures embryonnaires globulaires (SEG), avec un maximum de 126 SEG/g de cals dans le cas d’initiation en présence de 10µM 
de 2,4-D. Des niveaux plus élevés de 2,4-D ont été accompagnés d’une hyperhydricité des SEG. Les autres types d’explants testés 
(graines immatures, feuilles et portions d’épicotyles, d’hypocotyles et de racines) n’ont pas produit de structures embryonnaires.

Mots-clés: Caroubier, Ceratonia siliqua L., embryogenèse somatique, 2,4-D, cotylédons matures, Fabaceae.
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 Abstract

The present study is the first report of the production of embryogenic callus and structures cultures from mature cotyledons of 
Ceratonia siliqua. Regeneration depends on the plant material type and concentration of the auxin. In the case of mature cotyledons, 
the presence of 2,4 - dichlorophenoxyacetic acid was necessary for callus induction. This auxin promoted a rapid proliferated 
callus initiation with nodular structure in all explants and concentrations tested. Upon transfer to auxin free medium, the callus 
formed a large number of globular embryonic structures (SEG). The highest number of SEG (126/g of callus) was produced with 
10 µM of 2,4-D. Higher concentrations were accompanied by hyperhydricity of SEG. No embryonic structures occurred from 
the others types of explants (immature seeds, leaves and portions of epicotyls, hypocotyls and roots).

INTRODUCTION

Le caroubier (Ceratonia siliqua L.) est une espèce 
xérophyte typiquement méditerranéenne, largement 
répartie au Maroc. 
Le Maroc occupe la deuxième place à l’échelle mondiale 
en termes de production des graines, totalisant 4 360 à 4 
800 tonnes par an, soit 15% de la production mondiale 
(Ouchkif, 1988; Batlle et al., 1997) et la première place 
mondiale en matière de rendement en graines qui est estimé 
de 17,4 à 29,4% (El Batal et al., 2013). Il est également 
le deuxième pays exportateurs de caroubes ayant généré 
500,765 millions de Dh en 2006 (Sbay, 2008).
Des programmes importants d’intensification et d’exten-
sion de la culture de caroubier sont prévus dans le cadre 
du Plan Maroc Vert. L’objectif fixé est d’augmenter la 
production de plus de 29 000 tonnes par an dans un cer-

tains nombre de régions du Maroc à l’horizon de 2020 
(ADA, 2009). La réussite de ces programmes ambitieux 
est certainement conditionnée par un approvisionnement 
conséquent en plants de qualité. Les techniques tradi-
tionnelles de multiplication de caroubier ne pourraient 
satisfaire les besoins accentués en plants. Le recours aux 
biotechnologies, notamment l’embryogenèse somatique, 
permettrait une production en masse et rapide de génotypes 
élites, indépendamment des saisons et est aussi d’intérêt 
pour les programmes d’amélioration génétique (Stasolla 
et al., 2002; Strosse et al., 2003; Lipavska et al., 2004; 
Bhattacharya et al., 2010).
Les premières tentatives de multiplication de caroubier 
par embryogenèse somatiques (Carimi et al., 1997) n’ont 
permis d’obtenir que 16% de cals embryongènes après 
10 à 12 mois de la mise en culture des ovules fertiles de 
caroubier. D’autres travaux publiés par la suite ont utilisé 
divers types d’explants comme les cotylédons immatures 
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(Canhoto et al., 2006), les embryons zygotiques (Custódio 
et al., 2006) et les graines immatures (Ksia et al., 2008) 
pour régénérer des embryons somatiques. À noter que ces 
types d’explants sont difficiles à manipuler et ne sont dis-
ponibles que pendant une très courte période de l’année. 
Ainsi, l’objectif de ce travail est d’initier un protocole 
d’embryogenèse somatique pour la production en masse 
de plants de caroubier à partir de cotylédons de graines 
mâtures. Dans cet essai, l’effet de la concentration de 
2,4-D additionnée au milieu d’induction a été investigué.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Source d’explants et désinfection

Des graines matures de caroubier ont été récoltées de popu-
lations sélectionnées de caroubier au niveau de la région 
d’El Ksiba dans le Moyen Atlas du Maroc. Ces graines 
ont été scarifiées par immersion dans l’acide sulfurique 
(H2SO4 à 36 N) pendant une heure, puis trempées dans 
l’eau pendant 48 heures. Elles ont ensuite été désinfectées 
à l’eau de javel commerciale (7%) pendant 10 min et rincé 
plusieurs fois à l’eau distillée stérile. Les cotylédons ont été 
prélevés aseptiquement et chaque cotylédon a été subdivisé 
en quatre fragments de 4 à 6 mm. 
D’autres types d’explants ont été également utilisés dans la 
présente étude: des feuilles et des fragments d’hypocotyle, 
d’épicotyle et de racines, prélevés de plantules cultivées 
in  vitro, en plus de graines immatures de 4 à 5 mm préle-
vées aseptiquement de gousses préalablement nettoyées à 
l’éthanol 90°et désinfectées à l’eau de javel commerciale 
(30%) pendant 15 min.

Milieux et conditions de culture

Induction des cals
Le milieu MS (Murashige and Skoog, 1962), utilisé en 
phase d’induction des cals, a été additionné ou non de 2,4-
D (Acide 2,4 - Dichlorophénoxyacétique) à 0,5; 1,25; 2,5; 
5; 10, 15 et 20µM. Le milieu de culture contenant 30 g/l 
de saccharose a été solidifié par l’agar (Bactériologique, 
Difco) à 0,8 %. L’autoclavage a lieu, pendant 20 minutes, 
à 121 °C après ajustement du pH à 5,8 avec HCl ou NaOH 
(0,1 N). Les explants ont été placés dans des boîtes de 
Pétri contenant 20 ml de milieu d’induction. Les cultures 
ont été maintenues, pendant 6 semaines, à l’obscurité et 
à 25 ± 2 °C. 
Dans le but de confirmer les résultats obtenus, l’essai a 
été refait avec les trois concentrations 2,5; 5 et 10 µM 
de 2,4-D.

Développement des structures embryonnaires
Après 6 semaines de culture dans le milieu d’induction, 
les cals obtenus ont été transférés dans le milieu MS 
dépourvu de régulateurs de croissance. L’incubation a 
lieu à 25 ± 2°C, sous une photopériode de 16 heures.

Analyse statistique

Les pourcentages 0 et 100 ont subi, respectivement, 
la transformation (1/4n) et (1-1/4n); n étant le nombre 
d’explants mis en culture. La transformation arcsin a été 
appliquée avant de procéder à l’analyse de la variance 
à un facteur. En cas de différences significatives, les 
moyennes ont été classées selon le test de Duncan au seuil 
de probabilité de 5 %.

RÉSULTATS

Première expérimentation

Induction des cals
Des cals translucides de couleur blanc-crème, caractéri-
sant les cals embryonnaires, se sont formés sur les parties 
excisées et superficielles des fragments de cotylédons 
matures à partir de la deuxième semaine de culture dans 
le milieu d’induction additionné de 2,4-D (Figure 1-A). 
L’initiation des cals a débuté par une hypertrophie notable 
des fragments de cotylédons. L’augmentation des dimen-
sions des explants a eu lieu pour tous les niveaux de 2,4-D 
testés. 
Au bout de cinq semaines, tous les explants (100%) ont 
produit des cals nodulaires en présence de 2,4-D (Figure 
1-B). En absence de cette auxine, aucune production de 
cals n’a été observée. 

Développement des structures embryonnaires
Le repiquage des structures obtenues sur le milieu de déve-
loppement dépourvu d’auxine a favorisé la différenciation 
de structures embryonnaires globulaires (SEG) (Figures 
1- C,D). L’ajout de concentrations  ≥ 1,25 µM de 2,4-D 
dans le milieu d’induction a significativement (P ≤ 0,01) 
influencé le pourcentage d’explants ayant développé des 
SEG ainsi que leur nombre. Des niveaux de 86,7 à 100% 
de SEG ont ainsi été obtenus dans le cas des concentrations 
≥ 1,25 µM de 2,4-D. Des résultats significativement infé-
rieurs (66,7%) ont été obtenus en présence de 0,5 µM de 
2,4-D (Figure 2). Le nombre moyen de SEG par gramme 
de cal a varié entre 34,4 (0,5 µM de 2,4-D) et 85,6 (2,5 µM 
de 2,4-D) (Figure 3). Il est à signaler que l’augmentation de 
la concentration de 2,4-D à 15 et 20 µM a été accompagnée 
d’une hyperhydricité des SEG ayant atteint un niveau de 
38,5% dans le cas d’initiation en présence de 20 µM. 
L’utilisation de graines immatures, de feuilles et de 
fragments d’hypocotyles, d’épicotyles et de racines et de 
feuilles a été accompagnée d’un brunissement et mort des 
explants après une semaine de la mise en culture.

Deuxième expérimentation

Induction des cals
Au bout de cinq semaines de culture, tous les explants 
(100%) ont produit des cals nodulaires embryogènes pour 
les trois concentrations de 2,4-D testées. 
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Figure 1: Structures régénérées à partir de cotylédons matures de Ceratonia siliqua L.- 
A. Cals obtenus après 2 semaines de culture dans le milieu d’induction additionné de 10 µM 2,4-D; 

B. Cals embryogènes obtenus après 6 semaines de culture dans le milieu d’induction additionné de 10 µM 2,4-D; 
C. Structures embryonnaires globulaires obtenues après 6 semaines de culture dans le milieu d’induction additionné de 10 

µM de 2,4-D suivies d’une semaine dans le milieu sans hormones; 
D. Structures embryonnaires globulaires et bipolaires obtenues après 6 semaines de culture dans le milieu d’induction 

additionné de 15 µM de 2,4-D suivies de 10 semaines dans le milieu sans hormones.

Figures 2: Effets de la concentration de 2,4-D sur la pro-
duction de cals avec structures embryonnaires à partir 

de cotylédons matures de Ceratonia siliqua L.
 

Les pourcentages suivis par la même lettre ne diffèrent pas 
significativement d’après le test de Duncan au seuil de 5 % (n=36).

 

Figure 3: Effets de la concentration de 2,4-D sur le nombre 
moyen de structures embryonnaires obtenues à partir de coty-

lédons matures de Ceratonia siliqua L. par gramme de cals
 

Les pourcentages suivis par la même lettre ne diffèrent pas 
significativement d’après le test de Duncan au seuil de 5 % (n=36).
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Développement des structures embryonnaires
Après deux semaines de culture dans le milieu de déve-
loppement dépourvu d’auxine, les cals obtenus ont tous 
produit des SEG. L’augmentation de la concentration de 
2,4-D à 10 µM dans le milieu d’induction a significative-
ment (P≤0,01) amélioré le rendement en SEG produites 
(102/g) en comparaison avec 2,5 (78/g) et 5 µM (83/g) 
(Figure 4). À noter que l’utilisation de 2,5 µM de 2,4-D 
s’est accompagnée d’une production de niveaux élevés de 
nécrose (58%) et de racines (25%) comparativement aux 
milieux contenant 5 et 10 µM (19%). 

Figure 4: La réponse des portions de cotylédons matures de 
Ceratonia siliqua L. aux différentes concentrations de 2,4-D 
Les pourcentages suivis par la même lettre ne diffèrent pas 
significativement d’après le test de Duncan au seuil de 5 % 
(n=50).

DISCUSSION

L’originalité de la présente étude réside dans le fait que 
c’est la première fois, à notre connaissance, qu’un pro-
tocole prometteur permettant l’induction et le dévelop-
pement de structures embryonnaires à partir de graines 
matures de caroubier a été mis au point. Ce type d’explant 
présente l’avantage de disposer d’un matériel végétal toute 
l’année et qu’est facile à manipuler. L’utilisation des coty-
lédons matures pour obtenir des embryons somatiques a 
été rapportée chez d’autres espèces, entre autres, le manioc 
(Konan et al., 1994), l’arachide; (Venkatachalam et al. 
1999), le noisetier (Berros et al. 2005), l’olivier (Brhadda 
et al., 2008) et l’aubergine (Swamynathan et al. 2010).
La régénération des embryons somatiques est fonction du 
matériel végétal utilisé et de la concentration de 2,4-D. La 
présence du 2,4-D seul dans le milieu d’induction a été 
suffisante pour l’induction de la callogenèse dans le cas 
des cotylédons matures. Au bout de cinq semaines, tous 
les explants ont produits des cals embryogènes pour tous 
les niveaux de concentrations testées. En absence de cette 
auxine, aucune production de cals n’a été obtenue. 
Le 2,4-D est la principale auxine favorisant l’induction des 
cals chez la plupart des plantes ligneuses pour lesquelles 
l’embryogenèse somatique a été obtenue (Dunstan et al., 
1995). Ceci est aussi valable pour les plantes de la famille 
des Fabaceae (Han et al., 1999). Chez le caroubier, le 2,4-
D a été utilisé avec succès pour l’embryogenèse somatique 
à partir des embryons zygotiques (Custódio et al., 2006) 

et des graines immatures (Ksia et al., 2008). Dans notre 
cas, aucune production de structures embryogènes n’a été 
obtenue dans le cas des graines immatures, des feuilles 
et des portions d’épicotyles, d’hypocotyles et de racines.
Le transfert des cals obtenus au milieu dépourvu d’auxine 
a permis le développement des structures embryonnaires 
globulaires, avec un maximum de 100% dans le cas d’ini-
tiation en présence de 10 µM de 2,4-D. L’effet inhibiteur de 
l’auxine sur le développement des embryons somatiques a été 
rapporté par plusieurs auteurs (De Vries et al., 1988; Nomura 
et al.,1995; Filonova et al., 2000 ; Von  Arnold et al., 2002; 
Machakova et al. , 2008). Par ailleurs, il est nécessaire de 
transférer les cultures embryogènes à un milieu dépourvu 
d’auxine pour stimuler davantage la croissance des embryons 
somatiques (Von Arnold et al., 2002). Selon Zimmerman 
(1993), la réduction de niveau de l’auxine permet d’arrêter 
le blocage de l’expression des gènes responsables du passage 
des cultures embryogènes au stade de pré-maturation. Dans 
le cas de la carotte, il est nécessaire d’enlever le 2,4-D ou de 
réduire sa concentration pour stimuler le développement de 
la polarité embryonnaire (Fehér et al., 2003). 
Des formations racinaires ont été obtenues dans le cas 
des explants cultivés en présence de 2,5 µM de 2,4-D. Ce 
phénomène a également été observé chez d’autres espèces 
comme Panax ginseng (Choi et al., 1996) et le soja (Har-
tweck et al., 1988; Fernando, et al., 2002). La formation 
des racines le long de la surface des explants cotylédo-
naires de Panax ginseng s’est produite à cause d’un faible 
niveau hormonal dans cette région (Choi et al., 1996). 
Dans le cas du soja, les structures globulaires obtenues 
s’allongent en donnant des embryons somatiques ou des 
racines. Cette variation des structures morphogénétiques 
serait liée selon Fernando, et al., (2002) à l’accumulation 
polaire d’une hormone endogène. L’étude histologique 
de ce type de malformations a indiqué une absence du 
méristème végétatif et la présence d’un seul méristème 
racinaire. Ceci peut être associé à une utilisation prolongée 
de l’auxine sans cytokinine (Hartweck et al., 1988). Il a 
aussi été suggéré que la présence d’un méristème racinaire 
et la formation occasionnelle d’un méristème végétal chez 
les embryons somatiques anormaux serait dues à une 
germination précoce caractérisée par le développement 
de la racine et de l’interruption anticipée de l’activité 
méristématique à l’apex végétatif (Suhasini et al., 1996; 
Passos et al., 1999).
La production d’embryons somatiques à partir des por-
tions de cotylédons matures de caroubier ouvre une nou-
velle voie prometteuse pour la propagation en masse de 
cette espèce. D’autres études sont en cours pour améliorer 
la production et la qualité des embryons somatiques et 
permettre leur reconversion en plantules. 
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