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1. INTRODUCTION

La synthèse des études faites sur la micropropagation 
de l’olivier montre clairement que les travaux 
réalisés restent encore limités et que l’optimisation 
de l’efficience du système demeure (Cimato, 1999). 
Le recours à d’autres moyens de production de plants 
permettant de satisfaire le besoin national s’avère 
nécessaire.

L’embryogenèse somatique, avantageuse surtout 
sur le plan rapidité et coût de production, présente un 

intérêt certain pour les ligneux. Les résultats obtenus 
chez l’olivier jusqu’à présent laissent présager un 
avenir prometteur pour certains cultivars, notamment 
‘ Dolce agogia ’, ‘ Leccino ’, ‘ Frantoio ’ et ‘ Moraiolo ’ 
(Rugini, 1988), ‘ Canino ’ (Lambardi et al., 1995 ; 
Rugini et al., 1995) et chez l’olivier sauvage var. 
‘ sylvestris ’ (Orinos et al., 1991). Cependant, il reste à 
développer certains aspects, en particulier les besoins 
nutritifs et hormonaux de l’embryon, de même que les 
conditions de survie et de développement des plantules 
issues de ces embryons.
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L’embryogenèse somatique de l’olivier (Olea europaea L.) variété ‘ Picholine marocaine ’ est peu étudiée malgré son 
importance pour le Maroc. Nos travaux ont cherché à comprendre et à étudier les effets du type et de la concentration de 
sucre sur l’induction et le développement des embryons somatiques chez ce cultivar. La régénération de plants d’olivier 
par embryogenèse somatique a été réalisée à partir de fragments de cotylédons. L’initiation des cals embryogènes qui sont 
nodulaires et compacts a lieu dans un milieu de culture contenant 0,5 mg.l-1 de zéatine et 2 mg.l-1 d’ANA. Le saccharose a été 
testé aux concentrations de 20, 30, 60 et 90 g.l-1. Le saccharose a été aussi comparé au mannitol et au sorbitol. L’induction 
des cals a été influencée significativement (P < 0,001) par le type de sucre utilisé. Les meilleurs résultats ont été obtenus 
en présence du mannitol (90,6 %). Par ailleurs, le saccharose s’est distingué (P < 0,001) en phase de développement et le 
niveau de régénération de plantules par embryogenèse somatique a atteint 37 %. La concentration de 30 g.l-1 du saccharose a 
significativement amélioré l’induction des cals embryogéniques et a favorisé la meilleure régénération des plantules d’olivier. 
Aucune morphogenèse n’a été obtenue dans le cas du sorbitol. L’embryogenèse somatique semble pouvoir constituer une 
source intéressante pour la micropropagation de l’olivier au Maroc.
Mots-clés. Olivier, Olea europaea L., embryogenèse somatique, sucre, régénération in vitro.

Effect of sugar on somatic embryogenesis of olive tree (Olea europaea L.) cv ‘ Moroccan Picholine ’. The somatic 
embryogenesis of the olive tree cv ‘ Moroccan Picholine ’ has been until now very little studied, in spite of its importance for 
Morocco.Thus, our work aimed to study the effects of type and concentrations of sugar on the induction and the development 
of somatic embryos of this variety. Regeneration of olive plants via somatic embryogenesis has been achieved from cotyledon 
fragments. Embryogenic, nodular and compact calli have been induced on media supplemented with 0.5 mg.l-1 zeatin and 
2 mg.l-1 NAA and different types of sugar as mannitol, saccharose and sorbitol and different saccharose concentrations (20, 
30, 60 and 90 g.l-1). The highest percentage of callus induction (P < 0.001) was observed with mannitol (90.6%). Up to 37% 
somatic embryogenesis was obtained in the case of saccharose (P < 0.001). The best callus induction was obtained in presence 
of 30 g.l-1 saccharose. This concentration was the best for olive plantlets regeneration. No morphogenesis was obtained with 
sorbitol. Somatic embryogenesis seems to be able to constitute an interesting source of micropropagation of olive tree in 
Morocco.
Keywords. Olive tree, Olea europaea L., somatic embryogenesis, sugar, in vitro regeneration.
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L’objectif de cette recherche est l’étude des 
possibilités d’embryogenèse somatique d’olivier 
cultivar ‘ Picholine marocaine ’, le cultivar le plus 
important au Maroc et qui n’a bénéficié que de quelques 
travaux (Brhadda et al., 1999 ; Brhadda et al., 2003a ; 
2003b ; Abousalim et al., 2005). Chez ce cultivar, les 
facteurs contrôlant la germination in vitro des embryons 
zygotiques ont été étudiés (Brhadda et al., 2000) et une 
organogenèse indirecte a été induite à partir de fragments 
de cotylédons (Brhadda et al., 2002). En conséquence, 
nos travaux ont cherché à étudier l’effet de trois sucres 
appropriés et leur influence sur l’induction des cals 
embryogènes. Ont été étudiés aussi les effets de la 
concentration de saccharose respectivement dans la 
phase d’induction et de développement des embryons 
somatiques en plantules.

2. MATÉRIEL ET MÉTHODES

2.1. Source d’explants et désinfection

Les graines du cv. ‘ Picholine marocaine ’ ont été 
désinfectées pendant 2 minutes avec l’éthanol à 70 % 
puis trempées, durant 15 minutes, dans une solution 
d’hypochlorite de sodium (concencentré à 12 %) 
additionnée de 2 à 3 gouttes de Tween 20. Enfin, elles 
ont été rincées 3 à 4 fois avec de l’eau distillée stérile 
et imbibées sur du papier filtre stérile en boîtes de Pétri 
pendant 24 heures à une température de 25 ± 2 °C 
à l’obscurité. L’imbibition des graines permet une 
séparation aisée de l’embryon et des cotylédons. Seuls 
les cotylédons entiers sont mis en culture.

2.2. Milieux et conditions de culture.

Phase d’induction des cals. Le milieu de culture 
utilisé pour la phase d’induction des cals est le milieu 
MS (Murashige & Skoog, 1962) additionné d’ANA 
à la concentration 2 mg.l-1, concentration choisie sur 
base d’essais préliminaires. Dans un premier essai, le 
saccharose, le sorbitol et le mannitol, utilisés comme 
source d’hydrate de carbone à 30 g.l-1, sont comparés. 
Dans un second essai, 4 concentrations de saccharose 
ont été éprouvées, à savoir 20, 30, 60 et 90 g.l-1. Après 
ajustement du pH à 5,8, tous les milieux de culture sont 
solidifiés par 8 g.l-1 d’agar (Bactériologique, Difco) et 
l’autoclavage a lieu pendant 20 minutes à 121 °C. Pour 
cette phase, les milieux de culture sont répartis dans 
des boîtes de Pétri contenant 20 ml de milieu par boîte. 
Les cultures sont maintenues à l’obscurité à 25 ± 2 °C 
pendant 6 semaines.

Phases de développement et de régénération. Après 
6 semaines dans le milieu d’induction, les cals obtenus 

sont transférés dans le milieu de développement, soit le 
milieu MS contenant uniquement 0,5 mg.l-1 de zéatine 
(Sigma). Ceci afin de favoriser le développement des 
embryons somatiques à partir de cals et par la suite leur 
régénération en plantules. Au stade régénération, les 
explants sont transférés dans des tubes à essai contenant 
15 ml des milieux de culture avec soit les trois types 
de sucre (essai 1), soit les différentes concentrations 
de saccharose (essai 2). Les phases de développement 
et de régénération des plantules ont lieu à la lumière 
sous une photopériode de 16 heures et une intensité 
lumineuse de 3 000 lux. La température est maintenue 
à 25 ± 2 °C.

Un total de 20 explants par traitement est considéré 
et chaque expérience est répétée 5 fois, le nombre total 
d’explants par traitement est donc de 100. Lorsque les 
plantules somatiques obtenues présentent des racines 
bien développées et un minimum de deux feuilles, 
elles sont repiquées dans des pots contenant un substrat 
composé de tourbe, de sable et de vermiculite (1/0, 
5/1 ; V/V/V), préalablement autoclavé pendant 60 min. 
L’acclimatation a lieu sous serre vitrée en conditions 
environnementales contrôlées.

2.3. Analyses statistiques

Les données obtenues ont subi une analyse de la 
variance à deux critères. Un dispositif complètement 
aléatoire a été adopté et 100 explants ont été utilisés 
par traitement. Les pourcentages zéro ont subi la 
transformation (1/4 n), n étant le nombre d’explants 
mis en culture. Le test de Newman & Keuls (Dagnelie, 
1980) au seuil de 5 % a été adopté pour classer les 
valeurs moyennes des facteurs étudiés.

3. RÉSULTATS

3.1. Effet du type de sucre

Induction des cals. L’induction des cals a été affectée 
significativement (P ≤ 0,001) par le type de sucre. 
Le mannitol et le saccharose ont permis d’obtenir la 
meilleure induction (90,6 % et 88 %, respectivement), 
ils sont suivis par le sorbitol (61 %) (Figure 1). Au 
cours de la phase d’induction qui s’est prolongée 
durant 6 semaines, on a obtenu deux types de cals. Le 
premier type qui apparaît après 4 semaines de culture 
est friable, translucide, beige ou brun. Ce type de cal 
est non embryogénique. Le deuxième type de cal 
apparaît après 4 à 6 semaines ; il est compact à structure 
irrégulière, vert ou blanchâtre, à surface nodulaire 
(Figure 2). Ce type de cal est embryogénique. Le 
saccharose et le mannitol ont permis d’obtenir les cals 
les plus développés (environ 2 à 3,5 cm de surface) ; 
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ces cals sont nodulaires et compacts. Le sorbitol a, par 
contre, produit des cals de petite taille (1 à 1,5 cm) dont 
certains sont friables et d’autres compacts, présentant 
des globules isolés.

Développement des embryons somatiques et 
régénération de plantules. La régénération de plantules 
par embryogenèse somatique est de 37 % dans le cas 
du saccharose, suivi par le mannitol (29 %). Aucune 
régénération n’a été notée dans le cas du sorbitol. Dans 
ce dernier cas, au niveau des quelques globules formés, 
les cals compacts n’ont pas évolué. La différence 
observée entre les types de sucre est significative (P ≤  
0,001) (Figure 3). Il est à signaler qu’une induction 
de racines a aussi été notée dans le cas du saccharose 

(50 %) et du mannitol (41 %). Le saccharose a permis 
la meilleure régénération de plantules, donc on a pensé 
utile d’étudier l’effet de la concentration de ce sucre 
dans un deuxième essai.

3.2. Effet de la concentration de saccharose

Induction de cals. L’induction des cals est améliorée 
significativement (P ≤ 0,001) par l’utilisation du 
saccharose à des concentrations dépassant 20 g.l-1. 
Aucune différence significative n’est notée entre les 
concentrations 30, 60 et 90 g.l-1 (Figure 4).

Développement des embryons somatiques et 
régénération de plantules. La concentration de 
saccharose a affecté significativement (P ≤ 0,001) le 
développement des embryons somatiques et par la suite 
leur régénération en plantules. L’addition de 30 g.l-1 
est le niveau optimal de régénération, soit 37 %. Dans 
les autres cas, les résultats ont varié entre 12 et 18 % 
(Figure 5). Il est à noter que des racines ont également 
été obtenues, surtout dans les milieux contenant 30 
et 60 g.l-1 de sucre (50 % et 45 %, respectivement). 
En général, on observe 2 à 3 racines très minces par 
plantule et ayant une longueur moyenne variant de 0,2 
à 2 cm.

4. DISCUSSION

Parmi les différentes sources de carbone intervenant 
dans la différenciation et dans l’ajustement osmotique, 
le saccharose reste la source la plus communément 

Figure 1. Effet du type de sucre sur l’induction des cals 
après 6 semaines de culture — Effect of the sugar type on 
callus induction after 6 weeks of culture (n = 100).
Les pourcentages suivis par la même lettre ne sont pas 
significativement différents selon la méthode de Newman & 
Keuls au seuil de 5 % — Percentages followed by the same letter 
are not significantly different at 5% level following Newman & 
Keuls’method ; Écart-type = 1,17 — Standard deviation = 1.17.

Figure 2. Cals embryogéniques issus de fragments de 
cotylédons après 6 semaines de culture sur le milieu 
MS additionné de 2 mg.l-1 d’ANA et de 30 g.l-1 de 
saccharose — Embryogenic callus developped from 
cotyledons after 6 weeks of culture in MS medium with  
2 mg.l-1 NAA and 30 g.l-1 saccharose.
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Figure 3. Effet du type de sucre sur la morphogenèse après 
3 mois de culture à partir de cotylédons — Effect of the 
sugar type on morphogenesis after 3 months of culture from 
cotyledons (n = 100).
Les pourcentages suivis par la même lettre ne sont pas 
significativement différents selon la méthode de Newman & 
Keuls au seuil de 5 %. — Percentages followed by the same letter 
are not significantly different at 5% level following Newman et 
Keuls’method ; Écart-type = 0,82 — Standard deviation = 0.82.
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utilisée en culture in vitro. En effet, à travers son 
interaction avec les régulateurs de croissance, le 
contenu en saccharose du milieu de culture affecte 
la croissance du cal et par la suite, l’embryogenèse 
somatique (Button, 1978 ; Ozias et al., 1983 ; Rugini, 
1995).

Compte-tenu des résultats acquis, les explants 
initiaux cultivés in vitro peuvent produire des embryons 
somatiques. Un tel protocole peut être utile dans la 
recherche de la variation somaclonale et dans les études 
de la transformation génétique. L’étude histologique a 
confirmé l’obtention d’embryons somatiques à partir 
de cals chez la ‘ Picholine marocaine ’ (Brhadda et al., 
2007).

La production d’embryons somatiques d’olivier cv. 
‘ Picholine marocaine ’ a été obtenue sur les milieux 
de culture contenant du saccharose ou du mannitol en 
phase d’induction et de développement. La meilleure 
régénération de plantules est obtenue en présence de 
saccharose. Aucune régénération de plantules n’est 
notée dans le cas du sorbitol. Rugini (1995) a trouvé 
que l’augmentation de l’osmolarité par le sorbitol 
inhibe la germination des embryons somatiques chez 
certains cultivars d’olivier tels que ‘ Dolce agogia ’. 
Chez d’autres espèces comme le pêcher, le glucose ou le 
sorbitol ont donné de meilleurs résultats que le fructose 
et le saccharose (Declerck et al., 1986). Chez le céleri 
aussi, le mannitol améliore la différenciation normale 
des embryons somatiques et favorise la formation 
d’embryons secondaires (Unnikrishnan et al., 1990). 
Ceci traduirait des affinités spécifiques pour un type 
donné de sucre.

Chez le riz, le mannitol a inhibé la régénération 
des plantules à partir des suspensions cellulaires, alors 
que le sorbitol a été nécessaire lors de cette phase 
de culture. Cet effet opposé des deux osmoticums 
sur la régénération suggère que le sorbitol est plutôt 
physiologiquement qu’osmotiquement actif (Tsukahara 
et al., 1996).

L’augmentation de la concentration de saccharose 
dans le milieu jusqu’a 90 g.l-1 a été accompagnée 
d’une amélioration de l’induction des cals. Cependant, 
la concentration de 30 g.l-1 reste optimale pour le 
développement ultérieur d’embryons somatiques et la 
régénération de plantules.

La concentration de sucre généralement utilisée 
pour l’induction et le développement des embryons 
somatiques chez plusieurs espèces telles que la laitue 
(Han et al., 1989) et le rosier (Rout et al., 1991) est 
de 20 à 30 g.l-1. D’autres auteurs ont rapporté que des 
concentrations élevées de saccharose peuvent avoir des 
effets négatifs sur la formation des embryons comme 
dans le cas du géranium où les concentrations 6, 9 ou 
12 % empêchent la formation d’embryons somatiques 
(Gill et al., 1993). Par ailleurs, chez d’autres espèces, 
l’induction et le développement des embryons 
somatiques nécessitent un taux élevé de saccharose tels 
que chez l’asperge (5 %) (Komura et al., 1990) et le 
chrysanthème (12-18 %) (May et al., 1991).

L’augmentation de la fréquence de l’induction 
des cals embryogènes comme chez le maïs (Miao, 
1980) ainsi que de la fréquence et de la longévité de la 
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Figure 4. Effet de la concentration du saccharose sur 
l’induction des cals après 6 semaines de culture —  
Effect of saccharose concentration on callus induction after 
6 weeks of culture (n = 100).
Les pourcentages suivis par la même lettre ne sont pas 
significativement différents selon la méthode de Newman & 
Keuls au seuil de 5 %.  — Percentages followed by the same letter 
are not significantly different at 5% level following Newman & 
Keuls’method ; Écart-type = 2,29 — Standard deviation = 2.29.
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Figure 5. Effet de la concentration du saccharose sur 
la morphogenèse après 3 mois de culture à partir de 
cotylédons — Effect of saccharose concentration on 
morphogenesis after 3 months of culture from cotyledons 
(n = 100).
Les pourcentages suivis par la même lettre ne sont pas 
significativement différents selon la méthode de Newman & 
Keuls au seuil de 5 % — Percentages followed by the same letter 
are not significantly different at 5% level following Newman & 
Keuls’method ; Écart-type = 1,32 — Standard deviation = 1.32.
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régénération des plantules à partir de cals comme chez 
le riz (Kavi-Kishor, 1987), a été attribuée au potentiel 
osmotique élevé du milieu de culture.

Li et al. (1998) affirment que la combinaison du 
maltose et de polyéthylène glycol est plus efficace 
dans la maturation de l’embryon somatique que celle 
du saccharose et du polyéthylène glycol chez Pinus 
teada.

Sur les milieux sans régulateur de croissance, on 
note une absence totale d’embryons somatiques. Chez 
d’autres cultivars d’olivier comme ‘ Dolce agogia ’, 
‘ Leccino ’, ‘ Moraiolo ’ et ‘ Frantoio ’, Rugini 
(1988) a obtenu 10 % d’embryons somatiques à partir 
d’embryons zygotiques immatures cultivés sur le milieu 
½ MS sans régulateurs de croissance. L’inconvénient 
de ce protocole réside dans le fait que les embryons 
immatures ne sont disponibles que pendant une courte 
période de l’année. L’utilisation des cotylédons permet 
de travailler tout au long de l’année.

Les plantules obtenues sont morphologiquement 
identiques aux plantes mères et à croissance normale 
dans la serre. Par ailleurs, le transfert des plantules 
régénérées de la culture in vitro au sol présente 
souvent un échec et une difficulté due à la fragilité des 
vitroplants (Brhadda et al., 2007).
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