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Résumé

Le palmier dattier®Rhoenix dactylifera L.) est une espece fruitiere dioique tropicale qui revét
une importance capitale sur le plan alimentaire, socio-économique et écologique pour les
régions arides du globe. Malgré l'intérét de disposer d’un outil moléculaire pour discriminer
les plantes males et femelles pour les programmes d’amélioration génétique, aucun marqueur
spécifiqgue du sexe n’a été identifié et validé a ce jour. Afin de pouvoir étudier et comprendre
le déterminisme sexuel du palmier dattier, nous avons entrepris la description et la
caractérisation des processus cellulaires et moléculaires associés a la différenciation des
organes sexuels.

L'étude histologique du développement reproducteur a montré que le bourgeon floral est
d’apparence bisexuelle jusqu’a l'initiation des primordia de I'androcée et du gynécée. Le
premier dimorphisme sexuel observé a ce stade correspondant a un gynéceée plus large dans
les fleurs femelles résulterait d’'une activité mitotique plus importante dans les cellules du
gynécée fertile par rapport a son équivalent non fonctionnel. Les organes sexuels stériles,
staminodes et pistillodes, cessent ensuite leur développement et présentent une différentiation
incompléte.

Des études d’hybridatiom situ de I'expression du gene codant 'histdA4, marqueur de
I'activité mitotique, ont montré que le blocage du développement des staminodes et des
pistillodes serait d0 a un arrét des divisions cellulaires. Nos investigations de l'intégrité
cellulaire par des observations en microscopie électronique a transmission et par coloration de
I’ADN confirmeraient que I'avortement des organes stériles ne résulte pas d’'un processus de
dégradation cellulaire et nucléaire. De plus, I'étude de la méthylation de I'ADN par
immunodétection des cytosines méthylées révele que, par rapport aux organes fertiles, les
pistillodes et les staminodes se distinguent par leur niveau plus élevé de méthylation. Ces
résultats sont en cohérence avec la réversibilité du blocage de ces organes wbpkmnts

ou in vitro en réponse a une induction hormonale.

L’ensemble de ces données montrent que l'unisexualisation des fleurs de palmier dattier est
associée a une hyperméthylation globale de ’ADN suivi d’'un arrét des divisions cellulaires
dans les organes sexuels stériles. Cette étude a permis d’améliorer nos connaissances sur les
mécanismes qui gouvernent la différenciation des organes sexuels et permettra d’ouvrir des

perspectives pour l'identification de marqueurs moléculaires du sexe chez le palmier dattier.

Mots clés : Palmier dattier - fleur - détermination du sexe - arrét des divisions — méthylation
d’ADN



Abstract

The date palmRhoenix dactylifera L) is a dioecious tropical fruit crop plant which has vital
dietary, socio-economic and ecological importance in arid regions of the world. Despite the
interest of developing molecular tools to discriminate male and female plants for the benefit
of biodiversity preservation and genetic improvement programs, no sex-specific markers have
been identified and validated to date. To study and understand the sex determination of date
palm, we undertook to characterise the cellular and molecular processes underlying sex organ

differentiation in this plant.

A histological study of date palm reproductive development showed that the immature flower
is bisexual in appearance until the initiation of the androecium and gynoecium. The first sign
of sexual dimorphism is observed at this stage, namely a wider gynoecium in female flowers
resulting from greater mitotic activity in the functional gynoecium of female flowers
compared to the pistillode of male ones. The sterile sex organs (pistillode and staminodes)
were observed to cease their development by progressive loss of cell proliferation and
ultimately displayed incomplete differentiation.

Cell division patterns and the nuclear integrity of reproductive organs were investigated
respectively by RNAn situ hybridization to a histone H4 gene probe and by DNA coloration
combined with scanning electron microscopy. The results obtained revealed an absence of cell
cycle activity and nuclear degradation in the residual sex organs. In addition, a study of DNA
methylation, by immunodetection of methylated cytosines revealed that compared to the
fertile reproductive organs, staminodes and pistillodes displayed relatively high levels of
global DNA methylation. These results are consistent with the observed reversibility of sterile

organ developmental arrest observed in planta or in vitro in response to hormonal induction.

Overall, these data demonstrate that the floral unisexuality of date palm is characterized by
cell cycle arrest, higher DNA methylation in sterile sexual organs and an absence of cell
degeneration rather than a cell death process. This study has improved our understanding of
the mechanisms that govern the differentiation of sex organs and forms a useful starting point

for research on the identification of molecular markers of sex determination in date palm.

Kewords: Date palm - flower - sex determination - cell cycle - DNA methylation



Introduction générale

Contrairement au régne animal dont les espéces présentent majoritairement des organes
sexuels séparés, la plupart des plantes a fleurs sont hermaphrodites et produisent a la fois des
organes sexuels males et femelles (étamines et carpelles) au sein de la méme fleur.

Cependant, certaines espéces végétales (10%) montrent une séparation physique entre les
organes reproducteurs males et femelles, soit dans des fleurs séparées sur la méme plante
(espéces monoiques), soit sur des plantes distinctes (espéeces dioiques) (Ainsworth, 2000).

L'intérét principal de cette séparation des sexes est de promouvoir I'allogamie, favorisant

ainsi le brassage génétique et I'hétérosis, ce qui constitue un avantage adaptatif.

Tandis que les mécanismes genétiques et moléculaires controlant la détermination du sexe
chez les mammiféres ont été bien étudiés (Fraser et al, 2006), trées peu de données sont
disponibles sur le déterminisme du sexe chez les plantes. La dispersion phylogénétique des
especes dioiques et monoiques semble s’opposer a I'existence d’un seul type de mécanisme
de déterminatiorEn effet, la présence de la dioécie dans plus de 38 familles d’angiospermes
suggere quelle est apparue a plusieurs reprises et de fagon indépendantes au cours de
I'évolution (Weiblen et al,. 2000).es travaux réalisés chez les plantes les plus étudiées a ce
sujet (mais, compagnon blanc, melon, et concombre) confortent cette hypothése et montrent
gue les facteurs génétiques a la base de la dioécie sont différents entre les espéces (Calderon-
Urrea et Dellaporta al., 1999 ; Boualem et al, 2008 ; Martin et al., 2009).

Les processus de détermination du sexe impliquent I'établissement d’'un dimorphisme sexuel
de la fleur qui résulterait de I'absence ou l'arrét de développement des organes sexuels
inappropriés. De nombreux genes, notamment certains appartenant a la famille MADS box,
ont été impliqués dans la mise en place de la structure florale ; cependant, jusqu’a ce jour,
aucune évidence génétique n’'a été obtenue pour un role direct des genes MADS box de
l'identité des organes floraux dans le déterminisme du sexe chez les plantes. Néanmoins,
différents génes impliqgués dans I'expression du sexe ont été caractérisé chez le melon, le
concombre et le mais. Dans I'ensemble, nos connaissances des processus cellulaires et
moléculaires a la base du déterminisme du sexe des plantes restent pour le moment trés

limitées.



De nombreux especes pérennes cultivées (papaye, kiwi, asperge, cannabis, palmier dattier,
etc.) sont dioiques et seules les individus femelles produisent des fruits alors qu’un faible
nombre d'individu male est nécessaire pour obtenir un rendement maximal. Ainsi, la
détermination du sexe joue un role capital dans la productivité des espéces d’'importance agro-

economique.

Dans ce contexte, deux intéréts d’ordre fondamental et agronomique justifient notre choix
d’étudier la détermination du sexe chez le palmier dgRieoenix dactylifera L.).

En premier lieu, le palmier dattier pourrait apporter des informations originales sur I'étude de
la détermination du sexe. Il appartient a un genre composé uniguement d’especes dioiques, ce
qui suggere I'existence d’'un ancétre commun dioigue. De plus, dans I'arbre phylogénétique
des palmiers, leBhoenixs’ancrent dans des taxons hermaphrodites, ce qui suggeéere que dans
ce genre la dioécie aurait évolué a partir de 'hnermaphrodisme (Weiblen et al., 2000). De plus,
cette dioécie aurait été acquise par les especes trés anciennement, car des fossiles de fleurs
males dePhoenixprésentant un dimorphisme floral trés prononcé ont été identifiés dans des
sédiments du Miocéne moyen, soit il y a 50 millions d’années. Cela suggére une
spécialisation importante des caracteres sexuels primaires et secondaires de la famille des

Arécaceées en geénéral et du genre Phamparticulier.

La seconde motivation est d’'ordre agronomique. Le palmier dattier est une espece pérenne
cultivée depuis la haute antiquité qui joue un réle capital sur le plan socio-economique. Vu
gue le palmier dattier est la seule espéce a pouvoir offrir a la fois production des fruits et la
protection contre les sécheresses dans des contrées les plus arides, tout en résistant aux
variations climatiques, I'Etat djiboutien a initié un projet d’envergure de développement de la
phoeniciculture. Ce projet comprend la sauvegarde et I'extension de la culture du palmier
dattier dans tout le pays. Il s’inscrit dans le cadre de [linitiative nationale de sécurité
alimentaire et de lutte contre la pauvreté rurale. Pour la réussite de ce projet, I'Etat djiboutien

a doté I'Institut des Sciences de la Vie (ISV) du Centre d’étude et de recherche de Djibouti
d’'un laboratoire de biotechnologies végétales. Les principales missions de ce laboratoire sont
la sélection et la multiplication des palmiers dattiers présentant des caractéristiques
d’adaptation aux conditions édapho-climatiques du pays (sécheresse, contraintes hydriques,
salinité des eaux et des sols), la caractérisation, la conservation et la valorisation de la
diversité génétique, et 'amélioration du germplasm phoenicicole djiboutien. Une amélioration

de nos connaissances sur la biologie de cette espéce, de ses caractéristiques botaniques et de

son cycle phénologique s’avere indispensable. Cependant, I'un des freins a la mise en place



de programmes de sélection de palmiers dattiers résistants aux stress biotiques et abiotiques
est la durée du cycle de reproduction de la plante. En effet, le palmier dattier est une espece
dioique et les inflorescences males et femelles sont portées par des individus distincts. Une
période de 5 a 8 ans est nécessaire pour obtenir la premiére floraison et connaitre le sexe des
plants. Etant donné qu’une descendance est composeée autant d’individus méales que femelles,
et que seuls les pieds femelles produisent des fruits, une identification précoce du sexe chez le
palmier dattier s’avere indispensable pour éliminer les plants males excédentaires et ouvrir
ainsi de nouvelles perspectives pour les programmes d’amélioration génétique de cette
espece.
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Introduction bibliographique

Le palmier dattier

A. La présentation de la plante

Le palmier dattierhoenix dactyliferd..) est une plante pérenne de la famille des Arecaceae
(figure 1). Cultivé depuis plus de 4000 ans, le palmier demeure une ressource vitale dans les
zones arides et semi-arides du globe. Il fut propagé en dehors de son aire de culture non
seulement pour ses fruits mais aussi pour ses intéréts culturels et ornementaux.

La premiere description du palmier dattier est le fruit du travail du botaniste suédois Linné
qui, en 1753, attribue le nom botaniqueRl®enix dactylifergMunier, 1973). Son nom de
genrePhoenixdérive de phoinix, nom donné a cette plante par les grecs de I'antiquité qui le
considéraient comme I'arbre des phéniciens (un peuple a la peau de couleur rouge foncé, de
tradition phoenicicole et originaire du pays de Pount ou corne de I'Afrique). Une autre origine
du nom de Phoenix fait allusion a un oiseau mythique égyptien, le phénix, qui renait de ses
cendres apres lincendie, comme se régénere le palmier aprés le passage dun feu
(Ouennoughi et al., 2005). Son nom d’espédaetyliferacomprend les mots latirdactilus
signifiant doigt par référence a la forme des fruits semblables a des ddigta signifiant

« je porte ». Cette appellation fait référence aux phéniciens, porteurs de dattes, qui auraient
participé a la diffusion de la culture du palmier dattier au sein de la Mésopotamie.

Le palmier dattier est le nom commun en francais de cette plante. Il est ausshagpikén

arabe, timiren afar et en somali (en référence au nom du fruit).

B. L’origine
L’origine géographique précise du palmier dattier parait trés controversée. Elle fait I'objet de
plusieurs hypotheses. Selon Munier (1973), le palmier dattier résulterait de I'hybridation de
plusieurs types de Phoenix et sa domestication aurait eu lieu dans la région orientale du
Sahara. Cependant, des travaux de Zohary et Hopf (1988) ont rapporté I'existence d’un
ancétre sauvage du palmier dattier, qui serait localisé dans la région méridionale chaude et
seche du Proche Orient, au Nord Est du Sahara et au Nord du désert d’Arabie. Des travaux
plus récents ont montré que le palmier dattier proviendrait de la domestication d'une
population sauvage de la méme espece (Pintaud et al., 2010). Sur la base d'études
1



archéobotaniques, la domestication du palmier dattier remonterait vers 6000 ans avant J.C.
dans la région du Golf Persique comme témoignent des fossiles de graines trouvées dans la
région de Dalma aux Emirats (Newton et al, 2008). Cette domestication serait associée a la
naissance des premieres civilisations agricoles du croisant fertile, entre la Mésopotamie et
'Egypte, vers 4000 ans avant JC. Depuis ce lieu d’origine, la culture du palmier dattier s’est
étendue vers I'Est et vers I'Afrique orientale (X&lecle) et du nord (Xisiécle). Dés le XX

siecle, le palmier dattier est introduit en Amérique et en Australie. Sa propagation s’est
effectuée en suivant plusieurs voies : par les navigateurs arabes, par la colonisation et par les
anciennes transactions commerciales ou les dattes étaient utilisés comme monnaie d’échange
(Ouennoughi et al., 2005).
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Figure 2 : Représentation schématique du palmier dattier (d’aprés Munier, 1973)



C. Systématique
1. Le genre Phoenix

Le genrePhoenixappartient a la famille des Arecaceae (anciennePa&ntaceag de I'ordre

des Arecales. La famille des palmiers est I'une des plus importantes des monocotylédones et
une des plus anciennes des angiospermes (Dransfied et al., 2008). Elle a aussi la particularité
de détenir de nombreux records d’ordre morphologiques. Les palmiers possedent les feuilles
les plus grandes du régne végétale (jusqu’a 15 m), les inflorescences les plus longues (environ
5 m), parmi les fruits les plus gros (environ 18 kg) et les graines les plus grlosdexd
Maldivica) (Dransfieldet al, 2008).

La famille des Arecaceae comprend environ 2500 espéces présentant des morphologies
diverses (Dansfieldet al, 2008). Moore (1973) subdivise les palmiers en 15 groupes
taxonomiques distincts sur la base des caracteres morphologiques des feuilles, des fleurs et de
leur répartition géographique. Le gernidhoenixest inclus dans le groupe des palmiers
Phoenicoidés. Pour Moore et Uhl (1973), les Phoenicoidés partagent, entre autres, certains
caracteres reproducteurs, comme des inflorescences interfoliaires, fleurs sessiles et trimeres,
et gynécée apocarpique, avec le groupe des Coryphoidés, ce qui explique leur étroite
proximité phylogénétique.

Dans une nouvelle classification basée a la fois sur I'analyse de données morphologiques et
de séquences de I’ADN nucléaire, Asmusseal (2006) ont proposé une subdivision de la
famille des Arecaceae en cinq sous—familles au lieu des six présentés dans les travaux
antérieurs de Dransfield et Uhl (1998)Coryphoideag Calamoideag Nypoideae
Ceroxyloideaeet Arecoideae Le genrePhoenixest ainsi classé actuellement dans la sous
famille des Coryphoideae Griffith. Les especedPtieenixsont caractérisées par des longues

feuilles pennées dont les folioles de la base sont modifiées en épines.



2. Les espéces de Phaenix

Le genrePhoenixcomprend 12 espéces botaniques reparties depuis I'Asie du Sud (Indonésie,
Philippines) jusqu’aux iles Canaries en passant par la Chine, I'inde, le Moyen-Orient et
I'Afrique (Dransfield et al., 2008 ; Moore 1973). Kaci-Aissa Benchaba (1988) a proposé de
ramener le nombre d’espece a 12 compte tenu des fortes similitudes constatées entre plusieurs
espéeces d'appellations différentes, confPneanariensiset P. atlantica. La confusion sur le

nombre exact d’especes réside non seulement dans la difficulté de distinguer les espéces entre
elles, mais également dans le fait que tous les Phcenix possédant 36 chromosomes peuvent
s’hybrider trés facilement entre eux (Kaci-Aissa Benchaba, 1988 ; Munier, 1973). Ainsi, il a
été rapporté I'existence de nombreux hybrides naturels ou effectués intentionnellement : c’est
le cas dé”hoenix dactyliferd.. x Phoenix reclinatalacq. (Sénégal)Phoenix dactyliferd.. x

Phoenix canariensis B. Chab. (Algérie, Maroc).

Tableau 1: Liste de 19 espéces du genre Phoenix regroupées par continent

Phoenix africains

Phoenix asiatiques

Phoenix européens

atlantica, A.Chev.

acaulis, Bush.

theophrasti, Grenter

dactylifera L.

dactylifera L.

dactylifera L.

baoulensis, A. Chev.

arabica, M. Burret

caespitosa, Chiov

farinifera, W. Roxb.

canariensis, B. Chab.

humilis, Royle

comorensis, O. Becc.

paludosa, W. Roxb.

djalonensis, A. Chev.

reobelinii, O’'Brien

dibowskii, A. Chev.

rupicola, T. Anderson

reclinata, Jacq.

sylvestris, W. Roxb.

spinosa, Thonn.

zeylanica, H. Trimen

La majorité des especes de ce genre (Tableau 1) présente de multiples intéréts d’ordre
economique et ornemental. Elles sont utilisées comme source de fibres textiles, d’amidon, de
sucres ainsi que d’huile et de chaume. Six espdeeslactylifera, P.canariensis, P.
reclinata, P.farinifera, P. humiliset P. acauli§ sont cultivées pour leurs fruits comestibles.

Les deux espéces les plus connues soRhtenix dactylifera, le vrai dattier, et Rhoenix
canariensis le "faux " dattier des Canaries, utilisé pour son intérét ornemental dans de

nombreux pays du monde.



D. Botanique
Le palmier dattier est une monocotylédone arborescente considérée comme une herbe géante
pour ses caractéristiques morphologiques. On distingue quatre parties : le stipe, les racines, les
feuilles et I'appareil reproducteur (figure 2).

1. Le stipe

Le stipe du palmier dattier est un axe orthotrope monopodial et cylindrique issu du méristeme
apical de I'embryon zygotique, dont I'activité végétative est indéfinie durant toute la vie de la
plante (figure 2). Ce seul bourgeon terminal (apex ou phyllophore) assure la croissance de
plante. La hauteur du stipe augmente avec I'age et peut atteindre plus de 30 m. Le stipe est
constitué d’un parenchyme amylifere dans lequel les faisceaux vasculaires sont distribués de
facon dense dans la région corticale lignifiee et plus lache dans la région centrale
(Bouguedoura, 1991). Ces faisceaux sont entourés d’un tissu fibreux assurant souplesse et
résistance au tronc. Le diamétre du tronc est établi grace a la présence dans la zone apicale
d’'un méristeme épaississeur primaire qui est responsable non seulement de son élargissement
mais aussi de I'épaississement des feuilles et de I'allongement des entrenceuds (Bouguedoura,
1991). Le méristeme épaississeur fonctionne durant les premiéres années de la vie du jeune
arbre puis cesse de proliférer. Le stipe a atteint alors son diamétre définitif tout en
s’allongeant vers le haut. Du fait de cette absence d’épaississement en largeur avec le temps,
les palmiers ne forment pas de véritables troncs contenant du bois mais des tiges géantes. Le
diametre moyen du stipe adulte est d’environ 60 cm, mais il peut présenter des zones de
rétrécissements, conséquences d’'une perturbation de la croissance suite a une période de
sécheresse ou de froid (Munier, 1973).
Le stipe du palmier dattier demeure droit et élancé, avec une couronne de feuilles a son
sommet. Il présente également des ramifications axillaires d’ordre | situées principalement a
sa base et tres rarement en hauteur. Les ramifications de base sont appelés rejets et celles en
hauteur gourmands. Les gourmands ont un développement limité et une floraison tres
difficile, alors que les rejets présentent une croissance indéfinie et peuvent fleurir et produire a
leur tour de nouvelles ramifications basales. Ainsi, la morphologie du palmier dattier peut étre
représentée par le modele architectural de TOMLINSON (figure 3).



2. Les feuilles

Les feuilles, longues de plus de 6 m, forment la couronne du palmier dattier au sommet du
stipe. Leur nombre varie de 100 a 200 pour un palmier adulte en bonne végétation (Munier,
1973 ; Peyron, 2000). Le palmier dattier produit trois sortes de feuilles au cours de sa vie :
juvéniles, semi-juvéniles et adultes (figure 4; Bouguedourra, 1991).

— Les feuilles juvéniles s’observent chez les jeunes plants agés de moins de 2 ans. Au
nombre de 10 a 12, elles sont constituées d’un rachis engainant et d’un limbe entier,
lancéolé et plissé (chaque pli correspondant a une nervure médiane).

— Deés la troisieme année du développement de la plante se produit une segmentation
partielle du limbe en folioles. Les folioles de la base de la feuille ont déja I'aspect
d’épines. Ces feuilles sont considérées comme des feuilles semi-juveniles.

— Les feuilles adultes, appelées palmesnt formées d'un limbe completement
segmenté en folioles disposées en paripennés le long du rachis. Chaque foliole est
pliée longitudinalement en gouttiére (folioles indupliquées). Les folioles inférieures
sont transformées en épines plus ou moins dures et longues. La base du rachis ou
pétiole est large et engainante (figure 5). La gaine, constituée d'un tissu fibreux, le
fibrillum (tissage végétal), recouvre le tronc du palmier.

Les palmes adultes demeurent actives durant trois a sept ans selon la variété et le mode
cultural (Peyron, 2000). Puis, elles se dessechent et tombent en laissant sur le tronc une
cicatrice correspondant aux bases pétiolaires, lesquelles servent de protection et d’escalier
pour grimper sur le palmier lors de la pollinisation ou de la récolte.

La longueur et le nombre de feuilles varient en fonction des cultivars et des conditions

agroclimatiques. Elles constituent des descripteurs morphologiques variétaux.

3. Les racines

Le systeme racinaire du palmier dattier est de type fasciculé - disposé en faisceaux de racines
tres peu ou pas ramifiees — (figure 6). On distingue trois types de racines selon leur

profondeur et leur fonction :

- Les racines respiratoires: localisées au pied de l'arbre, elles comprennent les racines
aériennes adventives (0 a 150 cm au dessus du sol) et les racines de la couche superficielle du

sol (0 & -20cm). Munies de nombreuses structures aériferes, ces racines jouent un réle
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Figure 4 : Différents types de feuilles produites par le palmier dattier au cours de son cycle de
développement. a: feuille juvénile, b: feuille semi juvénile, c: feuille adulte ou palme
(d’'aprés Bouguedoura, 1991)

Figure 5: Détail de la base d’'une palme détaché e du stipe



important dans les échanges gazeux avec le sol (Bouguedoura, 1991). Leur développement est
affecté par les sols asphyxiants, comme les sols limoneux ou argileux.

- Les racines nutritives : elles se développement de facon plus profonde et plus étendue
horizontalement, entre 20 cm a 1 m. Elles sont pourvues de nombreuses radicelles et
constituent la plus forte proportion du systéme racinaire.

- Les racines d’absorption : ce sont les racines de profondeur (de 1 m a 17 m) ayant pour
fonction de chercher I'eau. Leur taille est fonction de la nature du sol et de la profondeur de la
nappe phréatique, le palmier dattier étant une plante phréatophile. Le pivot des racines
d’absorption peut atteindre 17 metres de profondeur (Peyron, 2000).

Le développement et I'importance du systéme racinaire dépendent du mode de culture, des
caractéristiques physico-chimiques du sol, de la profondeur de la nappe phréatique mais aussi

du cultivar. Toutes les racines sont liées au systeme vasculaire au niveau de la base du stipe.

E. Le cycle de développement

Le développement du palmier dattier se caractérise par trois phases distinctes (figure 7):
- une phase juveénile: durant ses 2 premieres anneées, la plante porte des feuilles
juvéniles sans produire des bourgeons axillaires
- unephase végétative de la $™ année jusqu’ & I'apparition de la premiére floraison.
Chez un plant issu de semis, la premiére floraison peut survenir entf€ let 5a §m°
année de plantation alors que, chez un vitroplant, elle est beaucoup précoce et se
produit dés la 4" année, aprés émission d’une dizaine de palmes actives. Les
palmiers portent des feuilles adultes a I'extérieur et des feuilles juvéniles au niveau de
I'apex. Les feuilles adultes portent & leur aisselle une production tres hétérogene de
bourgeons axillaires de type stérile (figure 8a) et de type végétatif (figure 8b) a
I'origine des rejets et des gourmands.
- unephase reproductivequi s’étend de la premiére floraison jusqu’a la fin de la vie de
la plante. La majorité des palmes photosynthétiques portent des bourgeons axillaires
inflorescentiels. Quelques rares bourgeons végétatifs fonctionnels (rejets ou
gourmands) peuvent étre produits.
L’ensemble des bourgeons axillaires dérivent d’'un bourgeon indéterminé, structure originelle.
Ce bourgeon indéterminé issu d'un méristtme d'ordre Il présente un haut potentiel

morphogénétique. La présence de ces différents types de bourgeons dépend de I'age la plante
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Figure 6 : Différents types de racines rencontrées chez le palmier ddtigres Peyron,
2000)
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Figure 7: Schéma illustrant les différentes phases du cycle développement du palmier dattier
(d’aprés Bouguedoura, 1991). R: réjet; G: gourmand ; |: inflorescence ; Bl: bourgeon
inflorescentiel ;
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et des conditions d’environnement. Le ratio bourgeons végeétatifs / bourgeons inflorescentiels

décroit avec le vieillissement du palmier (Ferry, 2003; Jahiel,1996,).

F. L’'appareil reproducteur

Le palmier dattier commence a fleurir aprés une longue phase juvénile, entre 5 et 8 ans aprées
la germination des graines dans des conditions de culture favorables. La floraison est
généralement annuelle et dure durant toute la vie de la plante. Les organes reproducteurs ou
inflorescences naissent du développement des bourgeons axillaires situés a l'aisselle des
palmes adultes. les inflorescences male et femelle de palmier dattier (figure 9), dont la
longueur peut atteindre plus de 1m, sont composées d’'un axe, la hampe ou (d’'un point de vue
botanique) le rachis, sur lequel sont insérés de nombreux épillets (rachillae) portant des fleurs
sessiles (sans pédoncules). L'ensemble est enveloppé dans une grande bractée ligneuse ou
spathe qui s’ouvre a maturité, permettant 'épanouissement de l'inflorescence.

Le palmier dattier est une espéce dioique car les inflorescences males et femelles sont portées
par des individus différents. Avant I'ouverture, la forme des spathes permet de reconnaitre le
sexe des inflorescences. Les spathes males (figure 9b) demeurent plus courtes et plus renflées
gue les spathes femelles (figure 9a). Les fleurs mesurent environ 50 mm et se distinguent, a
maturité, par leur forme et leur couleur. Les fleurs males ont une forme Iégérement allongées
et de couleur blanche ivoire persistante. A maturité, elles attirent de nombreux insectes,
particulierement les abeilles. Les fleurs femelles, inodores, se caractérisent par leur forme
globulaire et leur couleur entre l'ivoire et le vert clair, laquelle s’estompe apres 'ouverture
des spathes.

L’'agencement des pieces florales est conforme a [Iorganisation trimérique des
Monocotylédones (figure 10):

- Fleur méle : trois sépales, trois pétales, 2 verticilles de 3 étamines et 3 pseudo-carpelles ou
pistillodes

- Fleur femelle : trois sépales, trois pétales, 2 verticilles de 3 staminodes et 3 trois carpelles.

11



Figure 8: bourgeons axillaires d’'une palme adulte. A : bourgeon stérile, B : bourgeon
végétatif

Figure 9 : Inflorescences femelle (A) et male (B) du palmier dattier
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G. La pollinisation

La pollinisation est effectuée soit naturellement par le vent ou les insderes les jardins
oasiens familiaux et dans les palmeraies spontanées, soit artificiellement par les exploitants
qui placent quelques épillets de fleurs males (1 a 12) au sein des épillets femelles (figure 11)
(Enaimi et Jafer, 1980). Dans les plantations industrielles, la pollinisation est mécanisée
(poudre de pollen diluée avec du talc ou de la cendre de bois tamisé afin d’améliorer la
nouaison (Monciero, 1954, 1961 ; Ben-Abdalla, 1990).

A l'ouverture des spathes, le pollen des fleurs méales est mature et peut se conserver pendant
plusieurs années, a condition que I'on garde dans un endroit sec, frais et a I'abri de la lumiére
afin de préserver la qualité de son pouvoir germinatif.

Des études de pollinisation ont montré I'absence d’incompatibilité pollen / carpelle chez le
palmier dattier (Ben-Abdalla, 1990 ; Leroy, 1958). Cependant, tous les pollens n’ont pas la
méme capacité de fécondation. Le pourcentage de nouaison dépend de la qualité du pollen, du
cultivar et des conditions de température et d’humidité régnant lors de la pollinisation. La
nouaison est maximale (90 a 100%) lorsque la pollinisation est effectuée des I'ouverture de la
spathe femelle. Elle décroit ensuite car la réceptivité des fleurs femelles est limitée a une

semaine au maximum (Leroy, 1958).

La fructification
La fleur femelle fécondée évolue en fruit, les dattes (figure 12). Au cours de cette évolution

vers la maturité, le jeune fruit passe par des stades distincts dont les caractéristiques sont

sommairement résumées dans le tableau 2.

'le palmier dattier a toujours été cité comme plante présentant une pollinisation entierement anémogame.
Cependant, nous avons constaté que de nombreuses abeilles viennent envahir les inflorescences males dés
I’éclatement jusqu’a I'’épuisement du pollen en deux jours. Il n’existe pas de caractéere évident d’anatomie
florale caractéristique de I'entomogamie, contrairement a beaucoup d’especes de palmier (Uhl, 1977).
L‘importance de cette entomogamie putative reste a évaluer chez le dattier.
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Figure 11 : Pollinisation des fleurs femelles dans une palmeraie de Djibouti. A : pollinisation
manuelle ; B : épillets méles placés au sein de l'inflorescence femelle.
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Figure 12: Stade de développement de la datte (d’apres Munier, 1973)
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Tableau 2 : Caractéristiques de chaque stade de développement de la datte

Stade Stade | Stade |l Stade Il Stade IV Stade V
Loulou Khalal Bser Routab Tamar

Durée en 1 5a17 17a25 25428 29

semaines

Couleur entre verte | vert vif jaune ou rouge rouge foncé
clair et blanc rouge ou noir
cassé

Forme sphérique sphérique ovoide ou | allongée allongée

allongé

Taille et poids | léger grossissement diminution de| diminution de| teneur
grossissement et croissance | la teneur en | la teneur en | résiduelle
des fruits maximales eau eau finale en eau
jusqu’ (variable
atteindre la selon les
taille d'un cultivars)
petit pois

Sucres et autres Légere Importante Accumulation| Concentration Datte mature

constituants accumulation| accumulation| maximale des des

(minéraux, de sucres de sucres sucres et des| constituants

vitamines, autres

fibres et tanins) COMpPOSES

Consistance dure Demi-molle Molle Sec, molle,

demi-molle
Graine Petit noyau | Noyau plus | Graine Graine
(embryon) allongé et allongé et dur| mature et treg mature et trés
tendre dur dur

Figure 13: Structure de la datte. A : dattes. B : structure

mesocarpe
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COUPE
D'UNE DATTE

__ lequment
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@
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DU NOYAU

. (d’aprés Munier, 1973)
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Selon les cultivars et les conditions climatiques, la durée de fructification est de 120 a 200
jours (Munier, 1973). Durant cette période, I'obtention des dattes matures exige une quantité
importante de chaleur (ou indice thermiguet une hygrométrie basse.

La datte ou fruit mature est une drupe avec un mésocarpe charnu et fibreux entourant la graine
(figure 13). Elle sera d’autant plus appréciée et recherchée que le rapport de la chair sur la
graine est élevée et que sa maturation se produit plus tét : ces criteres d'intérét agronomique
sont fortement tributaires de la métaxéni@insi que des conditions climatiques de
fructification (Nixon, 1934).

Il est possible de rencontrer des dattes sans graine (dattes parthénocarpiques) qui résultent de
la transformation de la fleur non fécondée. Les dattes parthénocarpiques (trois carpelles
développées) sont trés fragiles et ne présentent aucune valeur commerciale, du fait qu’elles
atteignent difficilement le stade Tamar. Les phoeniciculteurs ne leur accordent donc que peu
d’intérét.

Des analyses physico-chimiques effectuées sur la datte mature montrent que la pulpe ou chair
se compose (Estanove, 1990) :

- deau:5a40%

- de sucres reducteurs (glucose et fructose) ou non réducteurs (saccharose) : 50 a 95%

- et autres constituants (protéines, lipides, vitamines, fibres, et sels minéraux) : 2 a 35 %
Selon la teneur en eau et les proportions sucres réducteurs/sucres non réducteurs, on distingue
guatre classes de dattes de qualité différentes (figure 14). Ces variations de qualité de dattes
sont a mettre en relation aux différentes variétés ainsi que leurs provenances ou origines

géographiques.

H. Répartition géographique du palmier dattier et production mondiale

Le palmier dattier est cultivé sur une vaste zone s’étendant du 44° paralléle Nord (SanRemo,
ltalie) jusqu’a 33° Sud (Petrabore, Australie). L'aire de prédilection du palmier dattier se situe
principalement entre le 24° et le 35° Nord. Sur un patrimoine phoenicicole couvrant 1 264
611 ha, environ 98 % (soit 1 257 649 ha) correspondent aux zones arides et semi-arides

d’Asie (67 %) et d’Afrique (31 %) (figure 15). Ces régions sont composées essentiellement de

Indice de chaleur correspond a la somme des températures journaliéres moyennes pendant la période de fructification.
Elle est variable selon le cultivar et les régions du monde (Munier, 1973).

* La métaxénie correspond a l'effet direct du pollen sur le développement de la datte (forme, grosseur
(pulpe/noyau), couleur) ainsi que sur la précocité ou le retard de sa maturation.
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Figure 14 : Classification des dattes selon leur teneur en eau et en sucres (d’'aprés Estanove,
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pays arabo-musulmans (Arabie Saoudite, Bahrein, Emirats, Iran, Iraq, Kuwait, Oman,
Pakistan, Yémen, Algérie, Egypte, Libye, Maroc, Tunisie) lesquels se partagent la majeure
partie de la production mondiale des dattes (estimé a 7 millions de tonnes en 2008). Les pays
du Moyen-Orient et d’Asie mineure totalisent 67 % de la production totale suivi des pays
d’Afrique du Nord avec 36 %, c’est une production a caractére traditionnelle et culturelle
(Figure 15 ; Faostat, 2008).
Le palmier dattier est cultivé a moindre degré dans d’autres régions désertiques d’Afrique
notamment au Sahel, région sub-saharienne allant de Sénégal a Dijibouti. La limite
méridionale de I'aire de culture en Afrique serait située vers la Namibie et I'Afrique du Sud.
Dans toutes ces régions intertropicales, la culture du palmier dattier est présente sous forme de
peuplements oasiens caractérisés par une faible productivité.
Le palmier dattier se rencontre :
- En Ameérique principalement aux Etats-Unis (Californie, Arizona, Texas) et au
Mexique, au chili et au Perou
- En Australie (au Queensland, Northern Territory)
Dans ces régions, la création récente de grandes plantations de dattier est
exclusivement a vocation commerciale.
- En Europe, particulierement en Espagne (Elche) et Italie (Bordighera, SanRemo).
Dans ces régions, la culture du palmier dattier est marginale (hormis en Israél ou
existent des plantations industrielles). Les dattes ne murissent pas ou partiellement a
cause des conditions climatiques inférieures au seuil de coefficient thermique
nécessaire pour la maturation. Ainsi le dattier est plutbt cultivé comme plante

ornementale et est associée a des pratiques religieuses ou traditionnelles

La consommation

L’essentiel de la production mondiale est consommé par les pays producteurs, qui constituent
ainsi le principal marché de la datte. Les niveaux de consommation varient tres largement
d'un pays a un autre. Ce sont les pays du Moyen-Orient qui enregistrent la plus forte
consommation, suivi par I'’Afrique du Nord et quelques pays sahéliens.

Les dattes sont préférentiellement consommées a I'état naturel dans 90% des cas et le reste
(10%) est consommeé apres transformation en sirop, farines, gateaux, etc.... €Cheito

2005). Le pic de consommation se situe aux moments festifs notamment le Ramadan, les fétes

religieuses, les festivités et lors de la récolte des dattes (Chetto2€t0d).
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Figure 14 : Répartition géographique du palmier dattier (d’aprés Branton et Blake, 1989)
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Figure 15 : Principaux pays producteurs de dattes. Le tableau représente la production annuelle de
dattes en milliers de tonnes par pays.
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J. Les multiples intéréts socio-économiques et culturels

1. Intérét agro-écologique
Le palmier dattier s’est adapté aux conditions extrémes des régions chaudes et arides du
globe. Selon le vieil adage arabe, «le palmier vit le pied dans I'eau et la téte au feu du
soleil ». Avec un maximum d’activité végétative se situant autour de 38°C, il ne produit des
fruits que lorsqu’il recoit suffisamment d’eau. Le palmier s’accommode de sols tres pauvres
mais a condition qu’ils soient suffisamment drainants pour limiter la toxicité des sels comme
les chlorure de sodium ou de magnésium. A noter que le palmier dattier peut tolérer jusqu’'a
15 g/l de chlorures de sodium, au-dela il dépérit et ne produit plus.
Force est de constater que cette espéce, par sa faible exigence en ressources hydriques, et en
terre fertile, pousse la ou d’autres espéces ne peuvent se développer. De plus, il crée en
dessous de lui un microclimat autorisant le développement des cultures sous-jacentes. Dans
les oasis ou la disponibilité en eau et terres arables est satisfaisante, on peut observer une
stratification des cultures en trois étages : en hauteur les palmiers dattier puis les arbres
fruitiers et enfin les cultures basses (céréales et maraichage). Ainsi, le palmier constitue

'ossature de I'écosysteme oasien de régions arides.

2. Intérét socio-économique
Le palmier dattier produit annuellement des dattes, fruits mielleux qui constituent I'aliment
vital pour les populations du désert. Sa haute valeur énergétique (300 Kcal, 5 fois I'orange et
4 fois le raisin), sa richesse en fibre, en minéraux et en vitamines (A, B) font de la datte un
aliment d’'un grand intérét nutritif. Sur le plan pharmaceutique, les dattes pourraient étre
utilisées comme calmants contre les insomnies et les ballonnements. Des suspensions de
pollen de palmier dattier sont traditionnellement utilisées contre l'infertilité masculine dans
I'ancienne Egypte dans les contrées du Golfe persique (Belmanpou2@da).
Le palmier dattier fournit aux oasiens en complément de cheptel, une gamme tres large de

produits vitaux. En effet, toutes les parties de la plante sont valorisées (tableau 3.).
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Tableau 3 : Différentes utilisations des fruits et sous-produits du palmier dattier

Partie de I'arbre

Ses utilisations

Dattes

Consommation humaine (dattes nature, sous forme
transformeée, aliment pour le bétail (déchets des dattes et
noyaux) ; biocarburant

es

Palmes Bois de chauffage, ombrage, cloture

Folioles (fig.) Vannerie, cordes, aliment pour le bétail, cure-dents (épines)
Rachis Bois de chauffage, fibres

Spadices Cordes et bois de chauffage

Lif Cordes, couffins, filets

Stipe Bois de chauffage et d’ceuvre (menuiserie, canaux d’irrigation)

Cceur de palmier

Nourriture

Seve

Boisson

Pollen

Médicaments

3. Intérét culturel

Le palmier dattier a bénéficié auprés de générations successives d’hommes, de beaucoup
d'admiration, d'estime et de louanges. En terre d’lslam, le palmier dattier jouit d'une
considération singuliere. Il est I'ami sincere de ’hnomme, son allié et son compagnon de tout
le temps lors que tous les autres végeétaux s'éclipsent devant I'immense agressivité de
'environnement. Le palmier demeure un don du ciel, un arbre béni. Ses fruits sont la denrée
la plus convoitée par les jelineurs pour son caractere sacré et pour sa valeur nutritionnelle.
Dans la Bible, le palmier dattier est riche de bénédictions divines. C’est ainsi qu’on rapporte
gue l'enfant chrétien portant dans sa septieme année un collier de sept noyaux de dattes
enfilées sur un fil rouge ne sera jamais victime d'injustice tout au long de sa vie. Enfin, le
palmier dattier est sans conteste I'un des supports les plus importants du symbolisme. Il est
Iimage naturelle de la solidité et de la force et de la victoire. Il constitue un signe de

reconnaissance social et un facteur déterminant de I'identité oasienne.

4, Intérét économique
Les dattes constituent la principale production de rente des palmeraies. Elles font I'objet d’'un
marché international important par son volume et par les revenus en devises qu’elles
permettent d’obtenir pour les pays exportateurs (Graniat 1998). Bien que la production
dattiere représente 1% du PNB pour les principaux producteurs, la datte occupe une place
importante dans les productions fruitieres des régions arides et arides. La production de datte

détient le cinquieme rang aprés les olives, les agrumes, les rosacées, les raisins au Maroc
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(Harrak et al, 2001). En Tunisie, elle constitue la troisieme exportation agricole (Greiner,

1998). Le marché de la datte reconnait un regain d'intérét avec les produits de transformation.
Ainsi de nouveaux produits a haute valeur ajoutée sont développés, parmi lesquels on
distingue le milk-shake, les glaces, les biscuits aux dattes, les confitures et surtout le nakhoil,
un bioethanol a base de dattes. Ce sont autant d'initiatives qui pourraient entrainer une
extension de la culture du palmier dattier. Du fait de ses intéréts socio-économiques multiples
et de sa bonne adaptation aux conditions sahéliennes, plusieurs pays dont le Mali, le Niger, le
Sénégal et Djibouti ont placé le développement de la phoeniciculture comme priorité

nationale, pour lutter contre la pauvreté et améliorer les conditions de vie des populations les

plus vulnérables.

K. Les limites

Le développement de la phoeniciculture est menacé par différents facteurs abiotiques tels que
la désertification, I'ensablement et la salinisation ou les sécheresses récurrentes. Il est
également freiné par l'apparition de différents ravageurs (cochenille blanche, pourriture de
I'inflorescence, pyrale des dattes, maladie de la feuille cassante et enfin le Bayoud) (Ben
Abdallah, 1990). La propagation inquiétante de certains ravageurs comme le charancon rouge
(Rhyncophorus ferrugineuskt facilitée par le commerce mondial des palmiers d’ornement et

le non-respect des périodes de mise en quarantaine (Rocha&Gael

L. La multiplication du palmier dattier
1. La reproduction asexuée
v Par rejets
C'est la voie de propagation végétative la plus utilisée pour la création de nouvelles
palmeraies. La reproduction par rejet permet une conservation des caracteres génétiques du
pied meére. Elle assure une homogénéité du sexe, de la variété, de la vigueur et de la qualité
des fruits. La production des rejets dépend de I'age de la plante et du cultivar. Les rejets sont
produits pendant la phase juvénile de la plante (5 a 15 ans) et leur nombre varie de 5 a 30 par
individu (AboEl-nil et al] 1986 ; Bouguedoura, 1991).
Ce mode de multiplication conforme s’avere limitant pour la création des palmeraies
intensives et pour les programmes d’amélioration génétique du fait :
- de la méthode laborieuse et couteuse

- du nombre de rejets limité

22



- du risque de transmission de maladies
- de la nécessite d’un savoir-faire pour le sevrage et la transplantation des rejets (Al-Khayri et
al, 2001).

v Par culture in vitro
Pour contourner les faiblesses des techniques traditionnelles de reproduction (faible nombre
de rejets, transfert de maladies,..) et pour mieux répondre a la demande croissante en plants
pour le renouvellement et I'extension des palmeraies, le recours aux méthodes de
multiplication végétativen vitro demeure la seule alternative permettant la multiplication en
masse et la diffusion rapide des cultivars aux phceniciculteurs. Depuis 1970, de nombreux
travaux de recherche ont été entrepris qui ont permis de proposer différentes stratégies de
clonagein vitro par organogenése (Rhissabt 1979 ; Drira etal, 1985 ; Ferry, 2001) et par
embryogenése somatique (R al, 2003 ; Sané eal, 2006). De nombreuses variétés de
palmiers dattiers a haute valeur marchande ont été ainsi multipliées aussi bien par
embryogenése somatique que par organogenése.
Aux cours des dernieres années, plusieurs auteurs ont décrit des améliorations des procédés
d’embryogenese somatique par passage en milieu liquide agité. Ainsi, des cultures de tissus
embryogenes en milieu liquide ont déja été obtenues a partir de jeunes feuilles de rejets ou a
partir d’'inflorescences immatures sur quelques variétés commercialisées dans le Maghreb
comme Medjoul, Kadrawy (Daguin et Letouzé, 1998), et Deglet Nouretri, 2003). Des
cultivars adaptés a I'environnement sahélien de I'Afrique occidentale comme Amsekhsi ont
éte également régénérés a partir de suspensions cellulaires embryogéenes issues des jeunes
feuilles immatures (Saret al, 2006). Ce procédé d’embryogenése somatique par culture des
cellules en milieu liquide permet I'obtention d’embryons individuels et synchrones avec une
capacité de production de masse et une durée de cultwi&ro plus courte (Aberlenc-
Bertossiet al., 1999). Ainsi, cette technique optimisée demeure une méthode de choix pour la

propagation a grande échelle des cultivars d’'intérét.

2. La reproduction sexuée
La multiplication par semis de graines est la méthode traditionnelle la plus anciennement
pratiquée par les phoeniciculteurs. Elle a permis la création de nombreuses palmeraies et
I'extension des cultures en dehors de son aire d'origine. C'est la méthode la plus simple et la
moins colteuse d’ou son recours actuel pour la création d’oasis dans plusieurs pays sahéliens
(Ferry et al 1998). En revanche, ce mode n’est pas approprié pour la phoeniculture

commerciale a cause de la nature dioique et du haut degré d’hétérozygotie de I'espéce. La
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descendance issue de semis est composée de 50% d’individus femelles et de 50% d’individus
males. Bien que cette reproduction sexuée soit source de diversité génétique, les caracteres
agronomiques (qualité et quantité des dattes, période floraison, récolte, etc) des plants

femelles issus de semis s’avére différentes voire inférieurs a ceux du pied-meére.
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. La floraison

La floraison est un processus trés complexe permettant a la plante de passer de I'état végétatif
a l'état reproducteur. L’aptitude a la floraison est dépendante du génotype et de
environnement. La date de floraison conditionne ['adaptation des plantes a leur
environnement et demeure un critere important des programmes de sélection variétale du fait

de son influence sur le rendement.

Le déclenchement de la floraison est souvent induite en réponse a des signaux hormonaux
(gibbérellines) et environnementaux (lumiere — photopériode ; température ou vernalisation)
percus par les différentes parties de la plante. Le processus d’'induction florale est controlé par
difféerents génes nommeés « flowering time genes » qui mettent en jeu diverses voies de
signalisation (figure 16 ; Jack, 2004). Des genes, impliqués dans la précocité ou la tardivité de
la floraison, ont été rapportés chez certaines espéces. Par exemple, les plantes mutantes pour
le géneDAY NEUTRAL FLOWERIN@NF) fleurissent beaucoup indépendamment de la
saison (Morris et al., 2010). En effet, le g&NF réprime le gen€ONSTANS qui est activé,

suite a la perception de la photopériogi® les phytochromes le mutant de ce géne ne
fleurissant pas en condition de jour long (Chuck et Hake, 2005). En ce qui concerne la
vernalisation, elle active d’autres voies qui conduisent a inhiber le « FLOWERING LOCUS
C » (FLC), un répresseur de la floraison (Jack, 2004). En somme, ces diverses voies de
signalisation sont intégrées au niveau de trois genes intégrateurs, FLOWERING LOCUS T
(FLT), SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF (SQCI) etLEAFY (LFY) (Blasquez,

2000). Ces derniers agiraient comme déclic génétique de la transition du développement

végétatif vers le développement reproducteur (Blasquez, 2000).
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Figure 16 : Voies majeures de l'induction florale chez Arabidopsis thaliana (Jack, 2004).
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Figure 17 : Modéle de développement floral ABCDE d’Arabidopsis thaliana. (Teissen et al.,
2001)
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A. La morphogenése de l'inflorescence
1. Initiation des méristemes inflorescentiels et floraux

Les différentes voies de signalisation de linduction florale vont meviar,les genes
intégrateurs, a l'activation de génes d’identité inflorescentielle et fldt&laKY, APETALAL
(AP1), et CAULIFLOWER (CAL)). Ces derniers activent les génes impliqués dans la
morphogénese florale tout en réprimant le geBRMINAL FLOWER 1TFL1) qui assure le

maintien de I'activité végétative du méristeme (Blasquez et al., 2006).
2. Morphogenése florale

Les fleurs sont constituées de quatre types d’organes, répartis sur quatre zones concentriques:
de l'extérieur vers lintérieur, on distingue les sépales, les pétales, les étamines et les
carpelles. L'identité de ces organes est déterminée par la combinaison des actions de plusieurs
génes homéotiques suivant le modéle de commutation génétique ABCDE établi chez
Arabidopsisthaliana (Coen et Meyerowitz, 1991 ; Ferrario et al., 2004). Les génes de classe

A comprennenAPETALAlet APETALAZ, la classe B les ger’d3ETALA3et PISTILLATA

la classe C le genAGAMOUS,la classe D les genesGL11 ouSEEDSTICK(STK) et la

classe E les gen&EPALLATAL, 2t 3. L'identité des sépales est spécifiée par I'activité des
genes A, celle des pétales par les genes A+B+E, celle des étamines par les géenes B+C+E,
celle des carpelles dont ovules inclus par C+D+E (figure 17). La majorité des genes MADS
codent pour des facteurs de transcription ou protéines a domaine MADS contenant en position

N-terminal une séquence conservée de 56 acides aminés.

Chez le palmier a huile, espece appartenant a la famille des Palmiers, quatre genes MADS
box qui seraient impliqués dans la mise en place des organes floraux dans le cadre du modele
ABC ont été caracteérisés. Il s’agit degDEF1et EQGLO2qui auraient une fonction de type

B ; EQAG2de type C et D eEgSlde type E. Globalement le modele ABCAtRbidopsis

thaliana semble étre conservé chez le palmier a huile, notamment par rapport a la distinction
moléculaire des sépales et des pétales (Adam et al., 2007), ce qui n’est pas le cas chez

certaines monocots (Kanno et al., 2003).
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[l. Détermination du sexe
A. Apparition de la dioécie

Avec environ 183 genres différents, les plantes a fleurs forment la plus grande partie des
végetaux sur la terre (Govaerts et Dransfield, 2005 ; Drangdiell, 2008). Ces plantes
présentent une trés grande diversité dans leurs systémes de reproduction (tableau 4).
Tableau 4 : Différents systemes de reproductions chez les plantes a fleurs

Plant term Definition of plant term QOccurrence in plamts, and examples

Sexually monomaorphic

Hermaphrodite Flowers have both male and female organs Y0% of tlowering plants (eg roses)

Monoecious Separate sex flowers on the same individuals 5% of Howering plants, often those with catkins (eg
hazel), and many gymnosperms (eg pines)

Gynomonoecious (male-  Individuals have both female and hermaphrodite eg daisies

sterility) flowers

Andromonoecious (female- Individuals have both male and hermaphrodite flowers
sterility)

Sexually polymorphic
Dioecious Separate sex individuals (male and female plants) 5% of flowering plants (eg holly), and some
Bymnos purms

Gynodicecious Individuals either female or hermaphrodite eg ribwort plantain (Plantago lanceolata) bladder
campion (Silene pulgaris)

Androdioecious Individuals either male or hermaphrodite very rare

D’apreés leur structure, deux principaux types de fleurs sont rencontrés :

- Les fleurs peuvent étre hermaphrodites et les organes males (androcée) et femelles
(gynécée) sont présents au sein de la méme fleur. L’hermaphrodisme constitue la forme
dominante puisqu’elle est rencontrée dans 90% des especes (Ainsworth, 2000).

- Les fleurs unisexuées qui ne renferment qu’'un seul organe sexuel fonctionnel. Une
minorité d’especes (10%) portent des fleurs unisexuées.

Les espéces portant des fleurs unisexuées peuvent étre divisées en deux classes principales :

les espéces monoiques (comme le mais, le palmier a huile, le melon) qui portent des fleurs

males et femelles sur le méme individu et qui représentent 6% des plantes a fleurs; et les
especes dioiques (comme le chanvre, le compagnon blanc et le palmier dattier) qui portent les
fleurs méales et femelles sur des individus différents (Mingl., 2007). Les espéces dioiques

représentent 4% des angiospermes (Ming et al., 2007).

- Chez certaines especes, les individus portent des fleurs unisexuées et des fleurs
hermaphrodites. C’'est le cas des especes andromonoiques et les especes gynomonoigques qui
portent respectivement, des fleurs méales ou des fleurs femelles, aussi bien que des fleurs
hermaphrodites (Ainsworth, 2000).

La dioécie est présente chez de nombreuses especes appartenant a différentes familles, ce qui

suggere qu’elle soit apparue a plusieurs reprises et de facon indépendante au cours de
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I'évolution des plantes a fleurs. Trois modeles pour expliquer 'origine de la dioécie a partir de
I'état hermaphrodite ont été proposés avec comme étape intermédiaire la moncecie, la distylie
ou la gynodioécie (Ainsworth, 2000). Les scénari a la base des deux premiéres voies sont peu
documentés. Le passage de la monaecie vers la dioécie a pu se vealkss mutations
altérant le ratio male/femelle. Dans le cas de la voie de la distylie, la dioécie résulterait d’'une

stratégie évitant I'autofécondation ou auto-incompatibilité (Tcherkez, 2002).

La troisieme hypothese est la plus largement partagée ou admise par les biologistes dans
le contexte de [I'évolution du sexe des plantes. Elle consiste en la transition de
’hermaphrodisme (forme reproductrice ancestrale vers la dioécie (forme de sexualité
spécialisée) avec comme étape intermédiaire la gynodioicie (Dellaporta et Calderon-Urrea.,
1993 ; Ainsworth, 2000). Deux mutations indépendantes seraient a l'origine de cette
transition. Une premiére mutation d’origine mitochondriale causerait la perte de la fonction
male pour une partie des individus et conduirait a I'apparition d’une population gynodioique.
La dioécie serait achevée par l'apparition d’'une seconde mutation chez les individus
hermaphrodites de la population gynodioique qui conduirait a I'obtention des individus males
(Dellaporta et Calderon-Urrea., 1993 ; Laprade €2@10)

B. Transition du bourgeon floral vers I'état unisexué

Certaines espeéces dioiques produisent des bourgeons floraux qui sont dépourvues de vestiges
d'organes du sexe opposé (androcée ou gynécée), comme c'est le cas chez I'épinard et le
palmier Nypa fruticans(Sherryet al., 1993; Uhl, 1972). Cependant, chez un grand nombre
d’especes dioiques, le bourgeon floral est initialement « bisexuel » avec linitiation des
primordiums des organes sexuels male et femelle.Par conséquent, l'unisexualité des fleurs de
ces especes dioiques résulte de l'arrét du développement de I'androcée (organe reproducteur
male) ou du gynécée (organe reproducteur femelle) (Dellaporta and Calderon-Urrea, 1993).
Cet arrét du développement peut se produire trés précocement par l'avortement d'organes
sexuels stériles de sexe opposé. C'est le cas du compagnorSikme latifolia)ou du mais

(Zea mayspour lesquels il a été observe I'arrét prématuré du développement des pistillodes
des fleurs méles (Chengt al., 1983; Farbost al., 1997). Chez d'autres espeéces, le
dimorphisme sexuel peut s’exprimer tres tardivement, comme chez la Vigsevinifera)

ou le carpelle des fleurs males (pistillode) deviendrait stérile par avortement du sac

embryonnaire de l'ovule mature (Caporafial., 2003). De méme, les fleurs femelles de
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Rhapis subtilis(palmier nain natif d'Asie) sont devenues unisexuées apres altération de la

maturation du pollen dans les anthéres (Giddey.£2008).

C. Marqueurs génétiques et moléculaires du sexe

Chez les espéeces dioiques étudiées, il existe un déterminisme sexuel basé sur la présence des
chromosomes sexuels a été décrit (Yanan et al, 2004). Deux principaux types de

chromosomes sexuels ont été observés chez ces plantes.

La plupart possede un systeme de chromosomes sexuels hétéromorphes de type XX/XY. Les
males et les femelles portent des chromosomes XY et XX respectivement. C’est le cas du
compagnon blanc (Vyskot ell., 2004), de I'asperge (Gebler &ft, 2007) et de l'igname
(Terauchi and Kaul, 1999). Comme chez les mammiféres, la présence d’'un chromosome Y
chez le compagnon blanc provoque l'activation du développement des organes males et
l'inhibition des organes femelles. En son absence, chez les plants femelles, seuls les gynécées

se développent (Monéger, 2001).

En revanche, chez d’autres espéces dioiques, comme I'oBrilleek acetosa) et le houblon
(Humulus japonicus le sexe est déterminé par le rapport entre le chromosome X et les
autosomes (Yanan et al, 2004). Pour I'oseille et le houblon, les femelles sont XX et les males
XY 1Y,. Contrairement a®. latifolia, le chromosome Y de ces especes n’est pas requis pour
le développement des étamines et l'inhibition du développement du gynécée (Yanan et al,
2004).

Des marqueurs spécifiques du sexe ont été identifiés chez un certain nombre d’espéeces
dioiques cultivés pour lesquelles lidentification précoce des individus femelles est
recherchée. Ainsi, dix marqueurs AFLP spécifiques du génome male ont été mis en évidence
chez ligname (Terauchi and Kaul, 1999). Des marqueurs de sexe de type RAPD et
microsatellite (GATA) ont été rapportés chez la papaye (Sordw@l., 1996 ; Parasnét al,

1999 ; Ming et al2007 ).

Au cours de la derniere décennie, la détermination du sexe a fait I'objet de nombreux travaux
chez plusieurs espéces dioiques. La détermination du sexe peut étre associée a une région
chromosomique spécifique et non recombinante du chromosome Y chez la papayeet( Ming

al., 2007) ou basé sur la ségrégation d’un simple locus Ebleallium elateriumMatheret

al, 1949) ou plusieurs loci chez le concombre (Terefe.e2@05).
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Chez le compagnon blanc, Délichere et al. (1999) ont caractérisé |Séntocalisé sur le
chromosome Y. Ce dernier, qui s’exprime préférentiellement dans les fleurs males, code une
protéine & domaine « WD-repeat » et présente de fortes similitudes de séquence avec un autre
gene (appel&IX1) localisé sur le chromosome X. Ce dernier présente un niveau d’expression
comparable dans les deux types de bourgeons floraux. En ce qui concerne le processus méme
de différenciation che8. latifolia, les études de Zluvova et al. (2006) ont montré que le stade

de divergence morphologigue des fleurs male et femelle est précédé par un arrét de
'expression des genes apparentés a SHOOTMERISTEMLESS et CUC1/@rbRidpsis

Une étude récente a montré que la détermination du sexe du melon est contrélée par I'action
de deux géenesCmACS-7 Qucumis 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid synthgse
codant une enzyme de la voie de biosynthése de I'éthyléne qui conduit au développement de
fleurs femelles par répression du développement des étamines (Boeiakdm 2008) et
CmWIP1, ungene qui codant un facteur de transcription en doigt de zinc impliqué dans
l'avortement du carpelle de la fleur male (Martin et al., 2009).

Chez la vigne, un locus du sexe a été identifié par une approche QTL. Ce locus joue un réle
important dans le développement des inflorescences et colocaliserait dans le génome avec un

gene codant une enzyme ACS similaire a celle du concombre (Marguerit et al., 2009).

Chez les plantes monoiques, le mais est 'une des especes végétales chez qui les mécanismes
moléculaires de la détermination de sexe ont été partiellement élucidées. Ainsi, un groupe de
genes appelés KASSELSEED ont été identifiés et impliqués dans la masculinisation des
fleurs (Chuck, 2010). Les gen@ASSELSEED et2 (codant une lipoxygenase et une alcool
déshydrogenase a chaines courtes respectivement) sont requis tres précocement dans un
processus de mort cellulaire du pistil des fleurs méales (Calderon-Urrea and Dellaporta, 1999 ;
Delong et al., 1993). Deux autres génes, identifiasdes mutantsasselseed 6 et, codent
respectivement un facteur de transcription de type APETALA2 et un microARN regulateur
associé similaire eniR172 dArabidopsis Ces derniers semblent jouer un réle non seulement

dans la détermination du sexe, mais aussi dans la régulation de la ramification

inflorescentielle.
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D. Roéle des régulateurs de croissance dans I'expression du sexe

Chez un grand nombre d’espéeces, I'expression du sexe peut étre affectée par des facteurs tels
gue les régulateurs de croissance (Dellaporta et Calderon-Urrea, 1993). Le rbéle des hormones
dans la différenciation du sexe a été déterminé par I'étude de I'effet de I'application et par la
caractérisation des genes impliqués dans la biosynthese de ces hormones.

L’éthyléne

L’éthyléne est une molécule produite par tous les tissus végétaux (Kende et Zeevaart 1997).
Elle joue un réle régulateur dans les processus de développement de la plante comme la
formation, la maturation et I'abscission des fruits (Yang et Hoffman 1984). L’application
exogene d’ethrel, molécule libératrice d’éthyléne, sur des plants de concombre, a entrainé une
augmentation du nombre des fleurs femelles et une inhibition des organes males dans les
fleurs hermaphrodites des lignés monoiques (Perl-treves, 1999). Inversement, les inhibiteurs
la biosynthése de I'éthyléne, comme I'aminoethoxyvinyl glycine (AVG) ou I'acide amino-
oxyacétique (AOA), provoquent la masculinisation des plants. Chez le melon, le géne de
I'andromonoecie, lequel est requis pour le développement des fleurs femelles, code pour une
enzyme, l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique synthase (ACS) qui catalyse la

premiere étape de la biosynthése de I'éthylene (Boualem et al., 2008).

Les gibbérellines

Plusieurs études menées pour élucider les effets de I'acide gibbérellique sur le développement
des fleurs ont montré des effets contradictoires selon les espéces. L'application exogéne de
gibbérelline (sous forme de GA3) induit la masculinisation des fleurs femelles du concombre
(Krishnamoorthy et Talukdar, 1976). De méme, elle favoriserait I'initiation des boutons
floraux males et la réduction des boutons floraux femelles chez le houblon (Perl-Treves,
1999). Inversement, chez le mais, les genes mutdwesf d1-d8 impligués dans la
suppression des organes males des fleurs femelles affectent la biosynthese de la GA, et les

mutants présentent un niveau faible de GA (Neuffer et al., 1997 ; Chuck, 2010).

Les auxines et cytokinines

Bien que les auxines et les cytokines jouent un réle important et bien démontré dans la

régulation des processus de divisions cellulaires, de différentiation tissulaire et d’élongation
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cellulaire (Nemhauser et al., 1998), tres peu de données existent quant a leur role éventuel
dans la régulation de I'expression du sexe chez les plantes. Cependant, les auxines et les
cytokines seraient impliqguées dans le développement floral en favorisant le développement du

carpelle chez la vigne et le cannabis (Delaporta et Calderon-Urrea, 1993).

En somme, cette variation des effets des hormones révelent que les mécanismes a la base de la
détermination du sexe seraient différents entre les especes. Il est a noter que,Shez le
latifolia, I'application d’hormone n’a pas eu d’effet sur la sexualité des fleurs.

E. Facteurs a I'origine de l'unisexualisation des fleurs

Les mécanismes cellulaires et moléculaires associées a l'arrét du développement des
organes sexuels stériles sont encore trés peu connus pour la majorité des especes dioiques et

monoiques.
1. L'apoptose

Apres l'initiation des organes floraux, I'établissement du dimorphisme sexuel de la fleur
passe par I'élimination des organes sexuels inappropriés. La mort cellulaire programmée
(programmed cell death ou PCD) est un processus génétiquement contrdlé qui serait impliqué
dans I'élimination des organes sexuels stériles non nécessaires. Cette avortement par apoptose
pourrait survenir trés tét dans le développement floral au niveau des primordia ou plus tard au

niveau des organes reproducteurs entiers, pistil ou pollen (Wu et al., 2000).

L’avortement des primordia du gynécée des fleurs males du mais résulte d’'un processus
de dégénérescence cellulaire initié au niveau des régions sous épidermiques. Les cellules de
ce territoire avorté , observés par microscopie électronigque a transmission, sont dépourvues de
tout organite intracellulaire (Cheng et al., 1983). Ce processus d’apoptose chez le mais
requiert I'action du gendASSELSEED 2 (Calderon-Urre& al., 1999). La stérilité des
organes males des fleurs femelles du kiwi et du riz serait due a une dégénérescence des
cellules tapétales de I'anthére par apoptose, conduisant a la formation de pollens collapsés
(Ku et al., 2000 ; Coimbrat al., 2004). Sur le plan cytologique, le processus d’apoptose se
traduit par de profonds changements structuraux comme la rétraction du cytoplasme, la
rupture vacuolaire et la fragmentation de ’ADN. Woltering et al. (2002) suggerent I'existence
de médiateurs biochimiques telles que des protéines caspase-like dans ce processus de mort

cellulaire sans toutefois qu’'une activité de caspase n’aient été mise en évidence chez les
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plantes. Les altérations ultrastructurales sont létales et empéchent la réversibilité du

phénoméne.

2. La dégradation de I’'ADN nucléaire

La chromatine constitue la macromolécule la plus complexe et dynamique de la cellule.
Elle est formée de l'assemblage d'unités nucléosomiques (ADN génomique entourant un
octamere d’histone-2H2A, 2H2B, 2H3, 2H4) a laquelle est associée a I'histone H1. En
fonction de I'état de la cellule et sous I'action de parametres environnementaux, la chromatine
peut prendre différentes conformations. L’état ouvert qui est transcriptionnellement actif
correspond a un état faiblement condensé, I'euchromatine. En revanche, une forte
condensation de la chromatine (hétérochromatine compacte) réduit de maniére importante
'accessibilité de 'ADN a la machinerie de la transcription. Une corrélation a été mise en
evidence entre I'état structural des cellules et I'unisexualisation des bourgeons floraux. Ainsi,
chez le concombreCucumis sativys Hao et al. (2003) ont démontré que l'arrét du
développement des organes males stériles des fleurs femelles serait étroitement associé a une
condensation de la chromatine et une forte vacuolisation des cellules. De plus, une
dégradation partielle de 'ADN nucléaire est observée dans les cellules des organes avortés
comme l'atteste I'effet TUNEL positif (Haet al. 2003).

3. L'arrét des divisions cellulaires

Le développement des organes floraux impligue une augmentation des divisions et une
différentiation cellulaire. Lors de l'activité mitotique, les cellules passent par différentes
phases, G1-S-G2-M, qui s’accompagnent de modifications de I'expression de certains genes
spécifiques du cycle cellulaire. Le gene de I'histone H4 est exprimé spécifiquement au cours
de la phase S. Les cyclines D et B sont des régulateurs des transitions G1-S et G2-M
respectivement. Ces diverses molécules sont utilisées comme des marqueurs du cycle
cellulaire. Ainsi, chez le mais, il a été récemment montré une absence d’expression du gene
codant pour une cycline B et une accumulation des transcri8EdeL (un inhibiteur de la
mitose) dans les primordia des organes males des fleurs femelles. Les fleurs unisexuées

femelles du mais résultent donc d’un arrét du cycle cellulaire (Kim et al., 2007).

4, La méthylation
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Le développement de la plante dépend fortement des mécanismes épigénétiques qui agissent
sur la conformation de la chromatine, ainsi régulant I'expression des génes. L'acétylation des
histones confére a la chromatine une conformation active permettant la transcription des
genes (Fransz etl., 2002). Inversement, la méthylation d’ADN peut jouer un réle répressif

sur I'expression des genes. La méthylation correspond a I'ajout d’un groupement méthyle
(CH3) a la place d’'un atome d’hydrogéne de lI'une des quatre bases azotées (thymine, adénine,
guanine et cytosine). La présence des groupements méthyg d@ts$ un site spécifique de

'’ADN entraine une modification de la structure de la chromatine. Ces sites méthylés sont
reconnus par des protéines chromosomales (MeCP2, par exemple) possédant une forte affinité
pour les nucléotides méthylés (€BpG) (Meeharet al., 1992). Ces protéines contrélent la
condensation de la chromatine et le déplacement des histones H1 du nucléosome (Kass et al.,
1997). Cette modification structurale s’acheve par une conformation répressive stable de la
chromatine. Cette derniére empéche linteraction entre la machinerie de transcription (ARN

polymérase, protéines activatrices, promoteur) et ’ADN (Kass et al., 1997).

Le patron dynamique de méthylation de la plante au cours de son développement résulte de

I'intervention de trois mécanismes :

- «Deméthylation globale » du pattern de méthylation des parents juste apres la

fécondation durant les premiers stades de I'embryogenése zygotique

- «méthylation denovo » pour établir une nouvelle distribution des groupements

méthyles sur des sites spécifiques de I'ADN

- «méthylation de maintenance » pour reproduire fidelement ce nouveau pattern de

méthylation spécifique.

La transition de l'état végétatif vers I'état reproducteur s’accompagne de changements
épigénétiques. Contrairement aux processus d’apoptose, les processus épigénétiques tels que
la méthylation sont réversibles. L’administration des substances chimiques (comme la 5-
azacytidine) a permis de mieux comprendre le role de la méthylation dans le développement
végétatif et reproducteur de la plante (Janousek et al., 1996). Des plants de mais et de tabac
régéenérés apres traitement a la 5-azaC ont montré une hypomethylation globale de I’'ADN de
8% et 20% respectivement. Ces plants présentent de profondes anomalies de développement
incluant, entre autres, nanisme et transformations homéotiques des organes floraux (Vyskot
et al., 1995).
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Cubaset al. (1999) ont montré que la perte de symétrie florale thveria vulgaris était

associée a une hyperméthylation du ge@& C orthologue deCYCLOIDEAd’Arabidopsis

majus Les génes du développement floralSilene latifolia sont également tres sensibles a la
méthylation de '’ADN. L’application de 5-azacytidine (5-azaC) durant la germination précoce
des plants males a induit une réversion de sexe chez 21% de ces plants qui produisent alors
des fleurs méles normales et des fleurs bisexuelles fertiles alors qu’aucun changement de
phénotype n’est observable chez les plantes femelles (Janetuakk 1996). De plus, ces

plants androhermaphrodites présentent un génome hypométhylé comparativement aux plants
non traités a la 5-azaC. Ces résultats démontrent que la suppression des organes femelles

(pistillodes) des fleurs méles est fortement associée a une hyper-méthylation de 'ADN.
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Figure 18 : Systemes de reproduction chez les palmiers (d’aprés Julie Sannier et Sophie
Nadot). Les fleches orange indiquent les événements indépendants d’apparition de la dioécie
dans la famille. La fleche bleue indique que le genre Phoenix, entierement dioique, s’ancre
dans des taxons hermaphrodites.
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V. Etat de I'art sur la détermination du sexe chez le palmier dattier

La famille des Palmacées constitue un groupe d’especes particulierement intéressant en
matiere de biologie de la reproduction puisqu’elle présente une grande diversité de systemes
reproducteurs. Contrairement a la majorité des groupes d’angiospermes, plus de 85 % des
especes de palmiers portent des fleurs unisexuées (Dramsfadld2008). La distribution de

la dioécie au sein des palmiers suggéere qu’elle est apparue a différents moments au cours de
I'évolution a partir de évenements indépendants (figure 18) (Weiblen 20@0).

Mes travaux de thése ont porté sur le palmier ddRieoenix dactylifera L.) qui appartient au
genrePhoenixcomposé exclusivement d’especes dioiques.Rlesenixs’ancrent dans des

taxons hermaphrodites dans I'arbre phylogénétique des palmiers, ce qui suggére que dans ce
genre la dioécie aurait évolué a partir de I'hnermaphrodisme. Malgré son importance socio-
economique et écologique considérable, trés peu de données sont disponibles sur le

développement reproducteur et sur la détermination du sexe chez le palmier dattier.

A. La phénologie
La floraison du palmier dattier intervient quand l'individu a atteint sa phase reproductive entre
3 et 8 ans (Bouguedoura, 1991). Dans les zones de culture traditionnelle, le palmier dattier
fleurit une fois par an et pendant une période limitée a quelques mois. Des facteurs abiotiques
tels que la température, I'hygrométrie, I'évapotranspiration et la pluviométrie ont été cités
comme déterminantes pour la floraison du palmier dattier (Jahiel et al,. 1996). La floraison du
palmier dattier ne se déclenche qu’aprés une période fraiche ou lorsque la température
journaliére descend en dessous du zéro de floraison (seuil variant selon la localité 22°C pour
Djibouti et 17°C pour Elche en Espagne) (Munier, 1973).
Les conditions climatiques (températures et pluies) qui autorisent un abaissement de la
température en dessous du seuil de floraison peuvent étre réunies une a plusieurs fois par an
selon les régions. Ainsi, au Niger, au Mali, et en Colombie, des palmiers dattiers présentant
deux cycles annuels de floraison et de fructification ont été rapportés (Jahiel, 1996). Munier
(1973) a attribué la premiéere floraison de septembre a une baisse des températures dues a la
saison des pluies et a la seconde a une baisse des températures pendant les saisons fraiches
d’hiver (janvier-février). Cette double floraison est également observée chez un peuplement
de dattier en Italie, au Sud de I'Europe. Ces régions (Sahel, Italie) situés a la limite de l'aire

de culture du palmier dattier constituent des zones marginales. Elles présentent des conditions
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de température et de précipitation qui peuvent influer sur le début de I'émergence des
premieres spathes ainsi que sur la durée de la floraison. En lItalie, les palmiers dattier
fleurissent en 160 jours tandis que dans le Sahel (Djibouti) la floraison est plus courte et dure
60 a 120 jours (Daher et al, 2010).

Selon les conditions climatiques, la durée de la fructification des dattes peut varier de 4 & 7
mois environ et nécessite une somme importante de chaleur et une baisse de I'hygrométrie
pour que les fruits atteignent une pleine maturité (Munier, 1973). Dans certaines zones du
Sahel, comme le Sénégal, le Niger et le Mali, les saisons de pluies interviennent pendant la
période critique de maturation des dattes, ce qui entraine la perte totale de la récolte (Sané et
al. 2006). Le développement de la culture du palmier dattier dans ces zones nécessite donc la
sélection de cultivars précoces ou tardifs. Cette sélection s’effectuera selon la date de
fructification qui dépend de l'initiation de la floraison et qui constitue un élément déterminant

de la phénologie de I'espéce.

B. Le développement floral

De Mason et al. (1982) ont rapporté la premiere description du développent floral du palmier
dattier. lls ont pu identifier I'existence d’'un stade « bisexuel » précoce du bourgeon floral et
ont montré que l'androcée correspond a deux verticilles de trois étamines. Bouguedoura
(1991) a décrit les différents types de bourgeons rencontrés chez un jeune palmier en
croissance. Elle a montré que le « bourgeon axillaire indéterminé » est la structure originelle
qui évoluera en inflorescence dés que l'individu atteint I'age reproductif. La morphogénése
florale a été sommairement décrite en 5 stades de développement. Plus réecemment, Masmoudi
et al. (2008) ont distingué huit stades de différentiation de I'inflorescence femelle sur la base
d’'une description morphologique et d’'une étude histologique. Cependant, aucune étude

comparée des développements des inflorescences males et femelles n’a été rapportée.

C. Les variations de la morphogénése florale
Deux variations naturelles de la fleur du palmier dattier ont été décrites. La premiere variation
correspond a la présengeplanta de fleurs d’apparence bisexuelle sur des individus males
(De Mason efal., 1980). Les organes femelles de la fleur méle se développement, ce qui
conduit & la formation de fruits parthénocarpiques. Le développement des piéces femelles sur
des fleurs méles a également pu étre induivitro en présence de 2,4-D, une auxine
synthétique (De Mason al., 1980). Inversement, Masmoueli al., (2008) ont rapporté le

développemenin vitro des organes males des fleurs femelles en étamines aprés application
39



d’'une combinaison hormonale auxines-cytokinines. Ces données suggerent un réle important
de ces hormones dans la mise en place des organes sexuels, et donc la différenciation sexuelle
chez le palmier dattier.

Le second type de variation florale est observé sur des individus issus de plants femelles
produitsin vitro. Les fleurs femelles montrent une transformation des staminodes en des
structures carpellaires ou la formation des carpelles surnuméraires (€@cdde8004). Les
variations d’ordre agronomique (fruits parthénocarpiques, absence de maturité pour les dattes,
faibles résistances aux maladies,...) s’accompagnent assez souvent de variations
morphologiques (malformation des folioles et du rachis, nombreux rejets et gourmands ;
nanisme ; chute des fruits). Ces anomalies sont observées chez les vitroplants de palmier
dattier dans certaines plantations d’Arabie Saoudite (Djerbi, 2000), du Maroc (Azegbur et
2002) et en Afrique du sud (Mccubgt al, 2000). Elles seraient réversibles au cours du
temps, et disparaitraient apres (Djerbi, 2000 ; Cohen 2084).

Il se pose alors la question de savoir si ces anomalies sont les résultats de l'influence des
conditions environnementales ou/et des aberrations génétiques survenues lors du processus de
clonage. Certains auteurs ont proposé qu’elles sont dépendantes des conditions de culture
vitro : concentration élevée de l'auxine (Bhargavaalet 2003), longueur de la phase non
morphogéne et nature de I'explant mis en culture (Azeqoal:,2002), stérilité du carpelle
(Cohen et gl2004) ou de nature épigénétique (Rival et al., 1998).

D. La détermination du sexe
Chez le palmier dattier, une descendance issue de graines est composée de 50% de males et
50% de femelles, ce qui suggére que le déterminisme sexuel est de nature génétique. De plus,
Siljak-Yakovlev (1996) sur la base d’études cytologiques réalisées a l'aide de la technique de
coloration a la chromomycine A3, suggere I'existence de chromosomes sexuels qui seraient
marqués différentiellement. Des chromocentres homomorphes sont observés chez les
individus femelles alors que chez les méles ce sont des chromocentres hétéromorphes qui sont
observés. Cependant, aucun chromosome sexuel Y ou X n’a été clairement identifié chez le
palmier dattier. Les mécanismes ou facteurs génétiques du déterminisme sexuel demeurent
€galement inconnus pour cette espece.
Les taux d'acide gibbérelline contenus dans les feuilles et les inflorescences sont constatés
significativement supérieurs chez I'individu femelle par rapport au male (Leshem and Ophir,
1977). Une recherche de marqueurs du sexe par RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA) n’a pas permis d’identifier de séquences spécifiques du sexe (Zaier2€06). A ce
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jour, aucun marqueur spécifique du sexe n'a été isolé et les processus a lorigine de

I'unisexualité des fleurs demeurent inconnus.

V.

Objectif de la thése

Nous avons entrepris une description histologique et moléculaire des inflorescences méles et
femelles de palmier dattier afin de décrire et de caractériser en détail les difféerents

evénements cellulaires et moléculaires a la base de l'unisexualité florale chez le palmier

dattier. Le projet de recherche a permis de traiter plusieurs questions scientifiques liées au
développement reproducteur:

1.

2.

3.

4.

Quelles sont les caractéristiques de la floraison dans les conditions environnementales
de Djibouti ?

Quelles sont les étapes clés et la cinétique de la différentiation des organes

reproducteurs ?

A quel stade du développement floral émergent les premiers signes de dimorphisme

sexuel?

Quels sont les événements cellulaires et moléculaires associés au développement
d’une fleur unisexuée ?

Les travaux présentés dans ce mémoire tentent d’apporter des premieres réponses a ces
guestions. lls comportent quatre parties :

1.

L’étude de la phénologie du palmier dattier. Nous décrirons les principales
caractéristiques de la floraison dans les conditions sahéliennes.

La description du développement reproducteur du palmier dattier. Nous décrirons la
morphogénese des inflorescences et des fleurs, I'apparition des premiéres différences
visibles liées au sexe ainsi que les événements cellulaires associés a I'unisexualisation.

La perturbation de la morphogénése florale. La caractérisation des fleurs présentant un
phénotype variant in planta et in vitro sera réalisée.

L’étude du blocage des organes sexuels stériles et I'unisexualisation des fleurs. Nous
nous focaliserons sur les processus associés a l'arrét du développement des organes
sexuels stériles, leur intégrité cellulaire ainsi que leur niveau de méthylation globale de
leur ADN nucléaire.

Aprés une discussion générale a la fin de chaque chapitre, nous terminerons par une
conclusion générale et nous présenterons les perspectives ouvertes par ce travail d’étude
associées a la détermination du sexe chez le palmier dattier.
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Matériels et méthodes

Etude phénologique

Des observations phénologiques ont été realiséed4urindividus pendant la saison de
floraison 2009/2010. Ces individus inventoriés phénologiquement sont des arbres adultes et
sexuellement matures qui sont localisés dans des palmeraies aux conditions pédoclimatiques
similaires. La date d’apparition de chaque inflorescence ainsi que le nombre d’individus en
floraison sont notés. La fréquence et la cinétique de I'émergence des inflorescences ont été

suivies a I'échelle individuelle durant la période de floraison.

Il. M atériel végétal

Les fleurs utilisées dans cette étude ont été t&eola partir de palmiers dattieRRhenix
dactylifera L.) sélectionnés dans les palmeraies d’Ambouli (Djibouti) et de Bordighera (ltalie)
durant les saisons de floraison de 2008, 2009 et 2010. Plus de 34 individus de palmiers issus
des graines ont été sélectionnés pour leur taille (supérieures a 4 m), leur age (avoisinants la
vingtaine d’'année) et leur phase reproductive bien établie. Pour pouvoir obtenir les
inflorescences les plus jeunes possibles, une dissection de la couronne orientée vers l'intérieur
est opérée pour chaque arbre. L’'ensemble des bourgeons axillaires rencontrés a l'aisselle des
palmes détachées du tronc ont été prélevées dans l'ordre. Les inflorescences dépourvues de

bractée ont été fixées pour les études histo-cytologiques.

. Culture in vitro des boutons floraux

Préparation des explants
Les essais de réversiom vitro de sexe ont été realisés a partir de jeunes inflorescences de
différents stades de développement récoltés durant les travaux de dissection. Ces
inflorescences ont été désinfectées superficiellement a l'aide d’'une solution d’éthanol 70°.
Sous la hotte a flux laminaire et a I'aide des scalpels et des pinces stériles, les spathes ont été
dégageées et les branches inflorescentielles sont sectionnées en petits segments de 2 a 3 cm de
longueur. Les inflorescences, étant completement enfermées dans la spathe, sont par défaut
stériles. C’est pourquoi nous avons transférés directement les petits segments épillets dans les
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différents milieux de culture sans désinfection. Durant les essais, aucune contamination de ces

matériels n’a été relevée.

Composition des milieux de culture
Les milieux de culture de base utilisés sont celui Murashige et Skoog (MS) additionnés de 30
g/L de saccharose, des vitamines de Morel et Wetmore (1951) et 100mg/lI de Myoinositol et
100mg/l d’acide ascorbique (De Touclettal., 1991). Les différents milieux de culture ont
les compositions hormonales suivantes :

- MO :MS de base

- MOCA: 0 mg/l de 2,4-D + 3g/l charbon actif

- M 30CA: 30 mg/l de 2,4-D + 3g/l charbon actif (Demasson et al., 1981)

- M 10AZA: 10 uM de 5- Azacytidine (Siroky et al., 1998)

- MIBA- BAP : 1 mg/l IBAet 1 mg/l BAP (Masmoudi et al., 2008)

- MIBA 1 mg/l

- MBAP 1 mg/l

- MANA 54 uM
Les milieux sont solidifiés a I'aide de I'agar 0,8%. Le pH des milieux est ajusté a 5,8 puis les
milieux sont autoclavés a 112°C et & 0,12MPa pendant 20 min.

Conditions de culture in vitro

Les explants floraux ont été mis en culture dans des tubes a essais et ont été incubées a
I'obscurité dans une chambre de culture thermostatée a 27 °C £ 1 °C et avec une hygrométrie
relative de 30 a 40 %. Les explants ont été cultivés dans les différents milieux pendant huit

semaines. Puis, les explants floraux ayant réagis ont éte fixés en vue d’'une étude histologique.
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V. Histologie classique

Les différents échantillons floraux récoltés (bourgeon indéterminés, bourgeon indéterminé et
jeune inflorescence) ont été aussitot fixés a I'aide de paraformaldehyde (PFA) 4 % - Tampon
de phosphate (phosphate-buffered saline ou PBS) 2X. Pour une meilleure pénétration du
fixateur dans les tissus floraux, plusieurs opérations de mise sous vide pendant 10 a 15
minutes chacune ont été opérées avant de laisser les échantillons dans le fixateur pendant 16h
au minimum a 4°C. Ensuite, les échantillons ont été rincés dans des solutions de PBS 1X-
glycine puis PBS 1X. lIs sont ensuite déshydratés par une série de solution d'éthanol (30, 50,
70, 80, 90 et 100 %, v/v). Puis, ils sont transférés dans du butanol absolu pour une durée
d’'une semaine a plusieurs mois en fonction de la taille des organes. lls sont finalement inclus
dans la résine (Technovit, LKP Pharmacia, Suede). Des coupes histologiquesdiedBits

été réalisées a l'aide d'un microtome rotatoire (Microm HM 355 S). Les coupes ont été
doublement colorées avec du réactif de Schiff acide périodique (Sigma-Aldrich, France) et du
Naphthol blue-Black (NBB, Sigma-Aldrich, France). Les observations ont été réalisées a
I'aide du microscope Leitz DMRB équipé d’'une caméra Leica DFC300FX. Les observations
ont été effectuées sur des échantillons de plantes différentes. Trois répétitions ont été
effectués et les planches photographiques sélectionnées par stade sont représentatives des

tissus observés.

V. Microscopie électronique a transmission (MET)

Les fleurs a différents stades de développement prélevées pour I'étude ultrastructurale ont été
fixés dans du glutaraldehyde a 4% dans un tampon cacodylate de sodium 0,1M pH 7,2
pendant 5 heures a 4°C. Ensuite, trois ringcages ont été réalisés dans le méme tampon. La post-
fixation a eu lieu dans le tétroxyde d'osmium dilué a 1% dans du tampon cacodylate pendant
1h & 4°C. Suite a cette post-fixation, trois rincages dans le tampon cacodylate ont été réalisés.
Les échantillons ont ensuite été déshydratés dans des solutions d’acétone en série de gradient
acétone /eau (50, 70, 90 100%). Les échantillons ont ensuite été imprégnés dans de la résine
époxy TAAB 812 avec un gradient dans I'acétone : 25, 50, 75% puis 100% résine selon la
méthode décrite par Glauert (1975). L'inclusion dans la résine a 100% a lieu pendant 1 nuit a
56° C. Des coupes fines de 60 nm d'épaisseur ont été réalisées et déposées sur des grilles de
cuivre 50 mesh revétues d’'un film de collodion carboné. Elles ont été contrastées a l'acétate
d'uranyle a 5% (dans I'eau) puis dans une solution aqueuse de citrate de plomb. Enfin, les
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observations ont été réalisées au Microscope Electronique a Transmission (MET) Jeol
100CXIl a 80 KV (CIRAD, Baillarguet).

VI. Microscopie électronique a balayage (MEB)

Des fleurs males et femelles de difféerents stades de développement ont été fixées selon le
protocole d’histologie classique décrit préecédemment. Les échantillons ont été déshydratés
par des bains successifs déthanol 30° et 70°, d'une durée de 2 heures chacun. Apres
dissection sous la loupe binoculaire des sépales et pétales, les échantillons ont été déshydratés
dans un bain d’éthanol pur (30 min) suivi de 2 min dans un bain de hexamethyldisilazine
(HMDS). Les échantillons sont ensuite ombrés a I'or palladium (fine couche de 10nm) et
examinés a l'aide d'un microscope électronique a balayage Hitachi S4000 au Centre de
Ressources en Imagerie Cellulaire a Montpellier.

VII.  Immunolocalisation du groupement cytosine méthylée de 'ADN

Les fleurs prélevées a differents stades de développement fixés dans le PFA
(paraformaldehyde) 4 % - 2X PBS (Tampon de phosphate) puis ont été coupégsna 15
d'épaisseur a l'aide d'un vibratome (Microm HM 650 V) puis rincés au PBS 1X. Les tissus ont
été incubés pendant 1 nuit a 4°C sous agitation dans une solution de Sérum Veau Fcetal a 6%
afin de saturer les sites non spécifiques. Les échantillons ont été traités avec une protéase
(pepsin P6887, Sigma, France) pendant 15 minutes a 37°C, afin de détruire toutes les
protéines autour de I'ADN, et de permettre un accés plus facile de I'anticorps a I'ADN.
Ensuite, les échantillons ont été immergés dans une solution de formamide a 80°C pendant 3
minutes afin d'assurer la dénaturation compléte de 'ADN.

Les échantillons ont ensuite été incubés dans une solution contenant un anticorps primaire
dilué au 1/200. Pour I'étude de la méthylation de 'ADN des noyaux des cellules des organes
sexuels, un anticorps primaire 5 - méthyl cytidine (ab 10805-50 Abcam) dilué dans le TNB
(amortisseur Tris-HCI et NaCl) a été appliqué. Celui-ci reconnait le groupement méthyle de
I'ADN et s’y fixe. L'incubation avec I'anticorps primairgouris dure 1 nuit a 4°C sous

agitation et est suivi de 4 ringages au TNB froid (5min chacun).
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Puis l'incubation avec l'anticorps secondaire spécifigngsouris couplé au marqueur
fluorescent Alexa 488\olecular Probe ;Alexa 488 goat antimousse PGAMOTTGY 488) et

dilué au 1/400 est réalisée pendant 1h a 37°C. Les coupes sont ensuite lavées 4 fois (10 min
pour chaque lavage) dans du TNB froid toujours a I'obscurité pour éviter I'affaiblissement du
signal fluorescent par la lumiére. Les échantillons ont été colorés au DAPI dilué a 1/200 et
puis montés entre lame et lamelle dans une solution de montage antifading constituée de
Mowiol (12 g de glycérol, 4,8 g de Mowiol, 24 ml de Tris 0,2 M a pH 8,5 pour un volume
final de 45 ml).

Les préparations (coupes marquées et montées entre lame et lamelle) ont été observées en
microscopie confocale (Axioplan 2 imaging Zeiss LSM 510 Meta) du CRBM15 de
Montpellier.

Les observations a différents grossissements ont nécessité I'utilisation de trois objectifs (x 40,
X 63) a immersion d’eau, combinés a des filtres adéquats. Les longueurs d’onde d’excitation
des deux fluorochromes utilisés, a savoir I'Alexa 488, le DAPI sont respectivement de 488 et
359 nm. L'autofluorescence des tissus des fleurs de palmier dattier est observée en dehors du
spectre de référence de I'Alexa 488, cela explique le choix de ce fluorochrome.

Un logiciel LSM d’analyse d’'images et permettant déterminer les pixels contenant I'émission
de deux fluorochromes a la fois est utilisé pour les observations photoniques ainsi que pour la

reconstitution d'une série d'images.

Pour les expériences, pour chaque stade et chaque sexe, nous avions utilisés 5 fleurs
différentes provenant de différents individus. La méthylation d’ADN est évalué a raison d’'une
trentaine de cellules par primordia et par sexe. Trois répétitions ont été réalisées pour

s’assurer de la reproductivité des résultats.
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VIIl.  Hybridation in situ

Les inflorescences de palmier dattier, placées dans le tampon de fixation (4%
paraformaldéhyde, tampon phosphate 0,1M; pH 7), ont été fixées pendant 16 heures a
température ambiante. Les échantillons ont été alors déshydratés par des bains successif
d’éthanol pendant 1 heure chacun (10, 30, 50, 70, 90, 100% v/v) puis dans du butanol pendant
2 jours. Les échantillons ont ensuite été inclus dans la paraffine (Paraplast X-Tra, Oxford
Labware) et coupés a fua lI'aide d’un microtome (HM355S, Microm). Les cespont été
déparaffinées avec du safesolv (LaboNord France), réhydratés par des bains successifs
d’éthanol (100, 70, 50, eau DEPC) puis traités la Protéinase K (0,1U/mL dans 0,1 M Tris-
HCL pH 7,5) a 37°C pendant 15 minutes. La digestion a été stoppée par des lavages au
PBS+0,2% glycine puis 2 fois au PBS 1X pendant 2 minutes. Apres une déshydratation des
échantillons par des bains successifs d’éthanol, I'hybridation a été réalisée a 42°C pendant
une nuit avec 0,2g/ml de la sonde ARN spécifique H4 marqué a la diggnine dans une
solution d’hybridation (50% formamide, 2X SSC, 4X Denhardt, 20% Dextran, 2mg/mL
tRNA). Apres hybridation, les lames ont été lavées une fois dans du 2X SSC a 50°C pendant
45 min et 2 fois dans du 1X NTE (Tris HClI 1mM, NaCl 0,5M, EDTA, 1mM pH 7,5) a 37°
pendant 2 min. Une digestion a la RNaseu(thl dans le tampon NTE) a été réalisée
pendant 30 min a 37°c et stoppée dans du NTE a 37°C. Des lavages ont ensuite été realisés
dans du SSC 2X, SSC 1X et SSC 0,5X pendant 15 min chacun et a 50°C. Les sites
aspeécifiques ont été blogués dans une solution de blocage (« blocking agent » Roche; 10%
dans le tampon PBS) pendant 1 heure puis les échantillons ont été mis en présence de
I'anticorps anti-DIG couplé a la phosphatase alcaline (Roche) dilué au 1/500 pendant 30 min
dans la solution de blocage. Les anticorps en excés ont été éliminés par 3 rincages successifs
de PBS. Aprés équilibration dans du tampon de coloration (100 mM Tris-HCI pH 9,5, 100
mM NaCl, 50 mM MgCI2), les échantillons ont été mis a incuber dans le méme tampon
complété avec 0,2 mM NBT and 0,2 mM BCIP jusqu’a révélation d'un signal pourpre. Les
coupes ont été observées a l'aide du microscope Leitz DMRB équipé d’'une caméra Leica
DFC300FX
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Chapitre 1 : Le développement reproducteur du palmier dattier

Le palmier dattier se caractérise par sa croissante lente et par sa longévité (plus de 100 ans).
Le sexe de la plante n’est identifiable qu’a partir de sa premiere floraison qui se produit en
moyenne entre 3 et 8 ans d’age. Pendant la floraison, les bourgeons axillaires situés a
laisselle des palmes adultes évoluent en organes reproducteurs ou inflorescences
(Bouguedoura, 1991). Au Sahel, la baisse des températures, I'arrivée des saisons des pluies
estivales et la hausse du niveau des nappes phréatiques ont été cités comme déterminantes
pour I'induction florale chez le palmier dattier (Jahiel et al., 1996). Dans les zones de culture
traditionnelle comme le Maghreb, il a été proposé que la floraison du palmier dattier serait
liee a la diminution de I'activité végétative pendant la période hivernale (Saaidi, 1979).

Méme si le palmier dattier revét une importance agro-économique considérables pour les pays
du Sud, les connaissances disponibles sur le mécanisme de régulation de sa floraison restent
tres limitées. Aucune donnée n’est rapportée sur les différents facteurs endogénes et exogénes
influencant 'induction florale pour les zones de culture traditionnelle ainsi que pour les zones
de culture marginales comme Djibouti, Soudan, Mali, etc. De plus, peu de données existent
sur la cinétique de développement des inflorescences a l'aisselle des palmes ainsi que le
nombre d'inflorescences émis par an. Chez le palmier a huile, le développement
inflorescentiel dure plus de 2 ans, mais au moment ou ce projet de these a démarré, aucune
étude similaire n'avait été réalisée chez le palmier dattier. Dans ce contexte, I'objectif de ce
chapitre est d’apporter, en étudiant les caractéristiques du cycle de floraison a Djibouti, des
réponses aux questions sus mentionnés sur le mode d’induction florale ainsi que sur la

cinétique de production inflorescentielle.
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L.

Floraison du palmier dattier

Pour déterminer les caractéristiques du cycle de floraison des palmiers dattiers a Djibouti,
nous avons effectué :

Des observations sur la production inflorescentielle d’'un peuplement de palmier
dattier durant deux saisons de floraison consécutives (2009 et 2010) dans les
palmeraies d’Ambouli situé a proximité de la ville de Dijibouti (figure 19). Ce
peuplement comprend 149 individus, dont 107 femelles et 42 males. Un suivi
bimensuel de I'’émergence des inflorescences a été effectué durant toute la période de
floraison. Puis, des dissections a I'échelle individuelle ont été opérées a différents

moments pendant la saison de floraison.

Un suivi météorologique a l'aide de la station météo de I'aéroport d’Ambouli, situé a 3
km des palmeraies, qui a permis d’enregistrer les variables climatiques
(températures moyenne journaliere; pluviométrie) du site d’observation.

L’ensemble des données acquises lors des observations phénologiques a permis d’apporter

des éléments de réponses a ces questions :

- Quels sont les facteurs climatiques susceptibles d’influencer I'induction florale
chez le palmier dattier ?
- Quelles sont les étapes-clé de la cinétique de la production des inflorescences ?

- Quelle est la durée du développement d’'une inflorescence ?

A. L’induction de la floraison

Nous avons cherché a comprendre les facteurs qui influencent I'induction florale chez le
palmier dattier.

Les caractéristigues morphologiques du palmier dattier comme la grandeur de sa taille et la

haute protection des inflorescences par les palmes de la couronne rendent difficiles

l'indentification précise de la date de [linitiation inflorescentielle, et donc de [linitiation

florale. C’est pourquoi l'apparition des inflorescences dans les axils des feuilles est

généralement utilisée comme le premier point indicatif d’entrée en floraison du palmier
dattier (figure 20).
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Les facteurs exogenes
La superposition de la courbe de I'évolution de la température et celle du cycle floral des
palmiers dattiers suggerent que la date de début de floraison pourrait dépendre des conditions
climatiques pendant les mois les plus frais de I'année au cours desquels les températures sont
les plus basses (figure 21). Sachant que le début de cycle de floraison correspond a la

premiére émergence
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Figure 19 : La localisation des principales palmeraies de Djibouti.
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Figure 20 : Palmier dattier en cours de floraison. A : Les inflorescences en début d’émergence.
Les inflorescences aprés ouverture de la spathe.
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Figure 21 : Evolution de la température pendant I'année et de I'émergence des inflorescences de
palmier dattier a Djibouti. Les fluctuations de température permettent de distinguer deux saisons
principales : la saison fraiche d’octobre a avril avec une température moyenne de 26°C et la saison
chaude de mai a septembre avec une température moyenne de 38°C.L’induction florale intervient
pendant la baisse des températures.
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visible d’une inflorescence, pour repérer le début de linduction florale il faut prendre en
compte le temps d’élongation de cette inflorescence que Jahiel (1996) a estimé a 50 jours.
Soit une induction florale qui aurait lieu vers mi-octobre. Cette date coincide avec la baisse
des températures. De plus, aucune pluviométrie n’est enregistrée durant le mois d’'octobre.
Ces résultats confortent I'nypothese d’une relation entre I'induction de la floraison et la
diminution de la température chez le palmier datbans les conditions environnementales

de Djibouti, la baisse des températures constitue le principal facteur exogéne qui serait

associé a I'induction de la floraison

Les facteurs génétiques

Le suivi de I'émergence des inflorescences des 149 palmiers issu de graines a permis de
déterminer la durée de la période de floraison ainsi que la fréquence et la date d’émission des
inflorescences.
La figure 22 montre I'évolution de I'’émergence des inflorescences pendant la période de
floraison. On observe que la floraison débute mi-décembre par la premiére apparition de
spathe et s’acheve a la fin du mois d’avril ; elle s’étale donc sur une durée de 4 a 5 mois
environ. Cette floraison est courte et se produit sur une seule période annuelle.
De plus, le pattern de floraison de ces palmiers présente un profil bimodal avec deux pics
d’émission inflorescentielle bien distincts (figure 22 ; figure 23). La premiere série d’émission
se produit vers mi-janvier et la seconde vers la fin février. Les palmiers dattiers présentent
quatre comportements différents durant la période de floraison (figure 22) :

- les floraisons précoces

- les floraisons tardives

- les doubles émissions florales

- les floraisons intermédiaires
Les palmiers précoces représentent 39 % de la population et fleurissent entre la fin décembre
et la fin du mois janvier de I'année suivante alors que les inflorescences des palmiers a
floraison tardive (37 %) émergent entre la fin février et la fin du mois de mars (Tableau 4).
Les palmiers qui présentent un seul pic d’émission floral précoce ou tardif sont majoritaires
(76 %) (Tableau 3). Les palmiers qui présentent une double émission florale représentent
environ 14 % de la population. Le dernier groupe a floraison intermédiaire comprend une
dizaine de palmiers (10 %) qui fleurissent pendant la période de ralentissement de la

production florale globale, entre la fin du mois janvier et la fin du mois février.
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Figure 22 : Période de floraison des palmiers dattier a Djibouti.

Premiére émergence inflorescentielle
vers mi-janvier

Seconde émergence inflorescentielle
vers fin -février

Figure 23 : Palmier dattier a double émission florale. Les fruits issus de la premiere émission florale

sont en stade khalal alors que les fleurs de la seconde émission florale sont a I'anthese.
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Tableau 5: Types de floraison des individus de palmier dattier a Djibouti

Type de floraison Pourcentage des palmiers dattiers en floraison
Males Femelles Total

Précoce ou premiere émission
. . L 31 46 39
inflorescentielle (vers mi-janvier)
Tardive ou seconde émission
. . el 38 37 37
inflorescentielle (vers fin février)
Double émission florale 17 11 14
Intermédiaire (entre fin janvier et fin-

L. 14 6 10
février)

Figure 24 : Schéma de dissection d’'un palmier. A : palmier adulte ; B : palmier disséqué ; C:
bourgeon indéterminé; D : bourgeon inflorescentiel ; E : bourgeon inflorescentiel avorté ;

F palme portant a son aisselle une jeune inflorescence entourée de la spathe;

inflorescence mature a I'anthése.
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Ces difféerents comportements n'ont pas pu étre reliés a un environnement donné mais
dépendraient plutét du génotype des individus.

Il est intéressant de noter que les males montrent une floraison plus précoce d’'une a deux
semaines et une aptitude plus élevée pour la double émission florale, soit 17 % contre 11 %
chez les individus femelles (tableau 5). En revanche, presque la moitié des palmiers femelles
(46 %) ont une floraison précoce.

En conclusion, les résultats de nos observations montrent que l'induction florale du
palmier dattier peut varier en fonction des génotypes (précocité, tardivité ou double)

ainsi que du sexe.

B. Cinétique de développement des inflorescences

Différents types de bourgeons

La dissection compléete de la couronne foliaire opérée sur une trentaine d’individus males et
femelles nous a permis d’observer précisément la production axillaire d’'un palmier pendant la
période de floraison. Les dissections ont eu lieu a differents moments durant la floraison afin
d’identifier un maximum de stades de la morphogenése inflorescentielle. Lors de la
dissection, tous les bourgeons axillaires ont été prélevés de la palme la plus externe vers la

palme la plus interne (figure 24).

Nos résultats montrent qu’'un palmier dattier adulte produit quatre types de bourgeons
axillaires (figure 24):

- des bourgeons indéterminés a l'aisselle des palmes non chlorophyllienne (figure 24c).
lIs ont une forme triangulaire et une structure tendre et trés fragile. Leur longueur est
généralement inférieure a 0,5 cm et leur diametre varie de 0,5 a 1 cm. Leur
morphologie conforte I'idée que le bourgeon indéterminé serait la structure originelle.

- des bourgeons inflorescentiels a l'aisselle des palmes chlorophylliennes avec des
folioles non ouvertes (figure 24d). lls ont une forme trapézoidale et une structure
compacte (figure 24d). Leurs dimensions varient de 2 a 3 cm en hauteur et de 1 a 2
cm en largeur. Leur nombre varie de 10 a 30 selon l'individu et les conditions
environnementales.

- des bourgeons inflorescentiels avortés a laisselle des palmes adultes
chlorophylliennes et étalées (figure 24 e,f)
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- des inflorescences a l'aisselle des palmes adultes chlorophylliennes avec des palmes
étalées (figure 24Q)

La nature du bourgeon axillaire semble donc dépendre de I'état de développement de la

palme. Le passage du bourgeon de I'état indifférencié a I'état inflorescentiel correspondrait a

'ouverture et a I'étalement de la palme.

Nombre d’'inflorescences émises

L’ensemble des 36 dissections montrent que les palmiers dattiers males et femelles étudiés
émettent en moyenne 9 et 12 inflorescences respectivement (figure 25 a,b). Nous avons
constaté que le nombre d’inflorescences émises peut varier en fonction du sexe, des
conditions d’environnement (disponibilité en eau, terre arable) et des pratiques culturales

(élagage des palmes). Par exemple, les individus femelles (DF7, DF14) ou males (DM5,

DM8) se distinguant par leur nombre d’'inflorescence élevé sont issus des palmeraies bien
irriguées et correctement entretenues. De plus, ils n‘ont subi aucun élagage des palmes et

portent une couronne foliaire importante.

L'examen des patterns d’émergence des inflorescences a I'échelle individuelle montre la
présence d’'une grande hétérogénéité dans I'’émergence entre les individus de palmier dattier

(figure 26). Les différents profils d’émission inflorescentielle observés sont les suivants :

- les inflorescences peuvent émerger I'une apres l'autre de la palme la plus agée vers la
palme la plus jeune (figure 26a).

- les inflorescences émergent I'une apres l'autre de la palme la plus jeune vers la palme
la plus agée (figure 26b).

- les premieres inflorescences émergent simultanément a l'aisselle des palmes les plus
jeunes et les plus ageées et les inflorescences tardives sont portées par les palmes
intermédiaires (figure 26¢).

- Les inflorescences émergent simultanément a l'aisselle de toutes les palmes actives
(figure 26d).
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. L’émergence des inflorescences peut s’effectuer

57



Pattern de développement des inflorescences

La figure 27 montre un schéma de la distribution des bourgeons axillaires a I'aisselle des

palmes de la couronne a un moment donné de la vie de la plante, au moment de la dissection.

L’analyse de cette distribution de la couronne vers le cceur du palmier nous indique que :

les palmes les plus externes portent les vestiges des inflorescences de l'année
précedente

les palmes suivantes portent les inflorescences produites au cours de I'année

les palmes internes portent les bourgeons inflorescentiels

les palmes les plus internes portent les bourgeons indéterminés.

Il est intéressant a noter la présence de bourgeons inflorescentiels avortés, soit au sein d’'une

série d’émissions inflorescentielles, soit entre deux émissions inflorescentielles de deux

années consécutives. De plus, cette analyse montre que pour chaque floraison un certain

nombre de palmes est recruté pour produire des inflorescences. Deux questions se posent

donc : de quel bourgeon (indéterminé ou inflorescentiel) provient I'inflorescence ? Quelle est

la durée de développement d’une inflorescence ?

L’analyse de cette distribution ainsi que les observations réalisées lors des dissections nous

permettent de répondre a ces questions et de proposer I'hypothése d’'une évolution en deux

temps (figure 27):

Le bourgeon indéterminé évolue en bourgeon inflorescentiel. C’est une phase longue
qui peut durer plusieurs années. Pendant cette phase, le bourgeon indéterminé croit en
épaisseur et en taille et devient bourgeon inflorescentiel. La taille des bourgeons
inflorescentielles varie en fonction de I'état du développement des palmes axillantes.
Les palmes les plus internes peu étalées portent des bourgeons inflorescentielles peu
développés avec un court pédoncule. Ainsi I'évolution d’'un bourgeon indéterminé
vers un bourgeon inflorescentiel ne dépendrait que des facteurs endogenes de type

nutritionnel (photosynthese de la palme).

- Le bourgeon indéterminé évolue en jeune inflorescence. Cette transition semble étre tres

rapide, de I'ordre de quelques jours ou le bourgeon inflorescentiel connait un changement

morphologique profond. Cette seconde phase correspond a I'acquisition de caracteres liés

a la reproduction sexuée. Cette transition dépend des facteurs d’'induction de la floraison
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d’ordre environnementale. Les dissections réalisées en dehors de la période de floraison,
en saison chaude, ont montré que les palmiers dattiers ne portaient des bourgeons

inflorescentielles et/ou des bourgeons d’inflorescences avortées.

Conclusion

L'ensemble de nos observations phénologiques suggérent que, dans les conditions
d’environnement sahélien, la variabilité de la date de floraison du palmier dattier peut
étre associée a une baisse hivernale des températures ainsi qu’a un effet génotypique.
Le développement des inflorescences montre une cinétique en deux temps : une longue
phase d’initiation du bourgeon inflorescentiel et une phase rapide de différentiation de
I'inflorescence. Il conviendrait d’investiguer par des études complémentaires les facteurs

endogenes ou exogenes dans la régulation de la phase d’induction florale.
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Figure 27 : Schéma de production axillaire d’'un palmier adulte mature. Les différentes

feuilles portent des bourgeons axillaires difféerents selon I'état de la palme axillante. Les

palmes les plus externes et completement ouvertes portent les vestiges des inflorescences de

'an passé. Les palmes internes proche de la lancée et aux folioles non ouvertes portent des

inflorescences bourgeons inflorescentiels. Entre ces deux types de palmes, on trouve des

palmes aux folioles ouvertes qui portent les inflorescences de l'année. Des bourgeons

inflorescenciels avortés sont observables tres souvent entre deux cycles de floraison

consécutifs.
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[l. Discussion

La floraison du palmier dattier est saisonniére comparativement a d’autres palmiers, comme
Elaeis guineensi®u Geonoma epitiolata, dont la floraison peut s’étaler sur toute I'année
(Dransfield et al., 2008). La date de début et la durée de floraison varient en fonction des
régions de culture. La nature exacte des facteurs responsables de cette variabilité sont jusqu’a
présent malconnus.

Dans les conditions environnementales de Djibouti, le développement inflorescentiel du
palmier dattier est trés court, de I'ordre de quelques mois a partir de I'apparence du bourgeon
inflorescentiel. Il est étroitement relié a I'état de croissance de la palme axillante. Le modéle
de développement inflorescentiel du dattier présente des similarités avec celui du palmier a
huile tant sur la chronologie de I'émergence inflorescentielle que sur I'organisation structurale
de l'inflorescentielle. Cependant, le développement de l'inflorescence du palmier a huile dure

2 & 3 ans et se caractérise par une phase de différentiation trés longue (plus de 2 ans) et une
phase d’organogéneése florale tres courte (4 a 8 mois) (Adam et al., 2005). Il serait intéressant
de connaitre et de comprendre les mécanismes ou facteurs contrélent les différentes phases du
développement des inflorescences chez le palmier dattier.

Le comportement floriféere des palmiers dattiers de Djibouti démontrent I'absence d’'une
double floraison puisque les deux séries d’émissions florales conduisent a une seule
fructification. En effet, les conditions climatiques de Djibouti freinent I'aptitude a réaliser
deux cycles de floraison dans la méme année. La double floraison observée chez certains
cultivars au Niger et au Mali a été également constatée chez un autre palmier apparenté au
dattier, il s’agit de Phoenix reclinata au Soudan (Munier, 1981).

Nos résultats ont montré que tres peu d’individus fleurissent entre les deux pics d’émission
alors que les conditions de température sont favorables. La cause de ce comportement
demeure inconnue, mais on peut émettre I'hypothése selon laquelle les facteurs régulateurs de
la floraison ne seraient pas réunis pour obtenir une floraison pendant cette période.

Il a été rapporté I'existence d’'un seuil de sensibilité individuel aux facteurs inducteurs de la
floraison (Munier, 19734). Cela pourrait expliquer la grande variabilité de la fréequence et de
la cinétique de production inflorescentielle constatée entre les individus de palmier dattier.
L’induction florale apparait également dépendante des facteurs intrinseques tels que la

photosynthese (masse végeétale critique), la nutrition et les hormones (Bouguedoura, 1990).
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Depuis plusieurs décennies, le Sahel connait une baisse progressive des pluviométries et des
sécheresses accrues. De plus, face a la variabilité des conditions climatiques et pour s’assurer
des rendements suffisants, les paysans doivent choisir des variétés adaptés. Dans le cas du
palmier dattier, la précocité de floraison est recherchée non seulement pour des raisons
economiques mais aussi pour éviter l'arrivée des pluies estivales qui compromettent la
maturation des dattes, et donc la récolte. Des genes impliqués dans l'adaptation aux
différentes conditions climatiques ont été rapportés chez certaines espéeces. Chez leriz, il a été
montré que la mutation du gemHYTOCHROME B(PhyB) conduit a un phénotype de
floraison précoce (Takano et al., 2005). Le ger& TOCHROME @i’Arabidopsis thaliana

jouerait un rble important dans les variations de floraison des populations naturelles
(Balasubramanian et al. 2006). Par ailleurs, une étude récente a rapporté I'identification chez
le mil dun genePHYC codant la protéine PHYTOCHROME C, qui serait associé a
phénotype floraison précoce et qui jouerait un role dans I'adaptation du mil aux différents
climats (Saidou et al, 2009). Dans un tel contexte, il serait intéressant de rechercher les
facteurs génétiqgues contrbélant la floraison chez le palmier dattier, ce qui permettra de
sélectionner les variétés les plus précoces.

D’autre part, une étude fonctionnelle des genes MADS box de palmier a huile a montré la
présence des transcrits du g&@gESQUAL Elaeis guineensis SQUAMOSA 1) spécifiguement
dans les méristemes inflorescenciels et floraux et pas dans l'apex végétatif (Adam et al.,
2007). Dans cette optique, il serait intéressant d'utiliser les connaissances acquises sur le
palmier a huile, pour pouvoir déterminer l'identité précise des différents types de bourgeons

axillaires rencontrés chez le palmier dattier.

Enfin, cette étude a permis de décrire pour la premiere fois les conditions associées a la
cinétique de développement florale de différents cultivars de palmier dattier a Djibouti. Les
connaissances acquises vis-a-vis du volume de production inflorescentielle, ainsi que la date
et la durée de I'émission des inflorescences, sont essentielles pour la maitrise de la production
et la gestion des dattes dans les palmeraies. Les études décrites ici seront complétées par des
travaux sur la caractérisation génétique et morphologique des cultivars qui est envisagé dans
le cadre d’'un stage de Master. L’ensemble de ces données contribuera a la préservation du
patrimoine phcenicicole local. De plus, les données phénologiques acquises dans les
conditions environnementales de Djibouti s’'integrent dans un projet d’établissement d’'un

modele global de la phénologie du palmier dattier. Ce dernier a pour objet de récolter des
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données phénologiques de différents sites qui, apres standardisation, serviront de base a la
constitution du modéle phénologique global. Cette démarche permettra a terme de déterminer
limportance respective de la part génétique et environnementale dans la régulation du cycle

reproducteur du dattier et dans l'induction florale en particulier.
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Chapitre 2 : Etude du développement floral

La précédente étude des parametres phénologiques de la floraison du palmier dattier nous a
permis d’obtenir les premiéres indications sur l'influence des conditions environnementales
sur linitiation et la différenciation des inflorescences. En revanche, les facteurs endogénes
contrOlant le dimorphisme sexuel sont encore inconnus. L'un des obstacles est I'absence
d’'une description détaillée de la cinétique du développement reproducteur male et femelle.
Tel est I'objectif de ce chapitre. Afin de caractériser le processus de différenciation sexuelle,
le développement reproducteur a été étudié a partir du bourgeon inflorescentiel jusqu’a la
maturation des organes reproducteurs (gynécée et androcée). Cette étude nous a permis de
définir le stade le plus précoce ou le sexe de linflorescence est distinguable ainsi que les

événements histo-cytologiques accompagnant I'apparition du dimorphisme sexuel de la fleur.

Une étude histo-cytologique de la cinétique du développement de l'inflorescence depuis le
bourgeon axillaire originel jusqu'a l'inflorescence mature a été réalisée. De nombreuses
dissections de palmiers dattiers en cours de floraison ont été nécessaires pour obtenir

'ensemble des stades de la cinétique du développement de l'inflorescence.
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La morphogénése de l'inflorescence

A. L’'organisation de la structure de I'appareil reproducteur

La floraison du palmier dattier est de type pléonanthique car les inflorescences naissent du
développement des bourgeons axillaires alors que la plante poursuit sa croissance
monopodiale grace a son seul bourgeon végétatif apical. L'organe reproducteur du palmier
dattier est une inflorescence composée, sur le plan structural, d’'un axe principal ou rachis qui
se ramifie en un certain nombre d’axes d’ordre secondaire ou « épillets » qui portent les fleurs
solitaires (figure 28). L’ensemble est enveloppé dans une grande bractée ligneuse ou spathe.
A Tl'anthese, les inflorescences ainsi que les fleurs montrent un fort dimorphisme
morphologique (figure 28b-Q).

Dans le chapitre précédent, nous avons établi que le bourgeon indéterminé devient bourgeon
inflorescentiel avant d’évoluer en inflorescence mature au cours de l'induction florale. Dans
ce chapitre, nous avons mené une caractérisation histologique des bourgeons inflorescentiels
et des inflorescences afin de rechercher les modifications structurales associées a la transition

florale et de caractériser les différents stades de développement de l'inflorescence.

B. La structure d’un bourgeon inflorescentiel

Le terme « bourgeon inflorescentiel » est utilisé ici pour décrire la structure engagée dans la

voie du développement floral, avant que la ramification ne soit constatée. lls sont de structure

compacte et de couleur blanc cassé. lls ont une forme trapézoidale (figure 29a). Des coupes
histologiques réalisées montrent que ces bourgeons inflorescentiels sont organisés en une
zone apicale méristématique et une région basale parenchymateuse (figure 29b). Cette
derniére zone contient des cellules vacuolisées riches en amidon et de nombreux éléments
vasculaires. A ce stade, aucune différence morphologique n’est observée entre les bourgeons

inflorescentiels male et femelle.
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Figure 28 : L’appareil reproducteur du palmier dattier. a : structure de l'inflorescence. b :
l'inflorescence male a I'ouverture de la spathe ; c: fleurs matures densément distribuées sur
I'axe de I'épillet ; d : coupe longitudinale d’'une fleur male mature ; e : inflorescence femelle a
'anthese; f : épillet femelle ; g : fleur femelle mature ; les axes 1 et 2 correspondent au rachis
et aux épillets respectivement. Abréviations : b: bractée; C:carpelle; F :fleur; FF: fleur
femelle; FM: fleur méale; FR: épillet femelle; MR: épillet male; P:prophyll; Pe:pétale;
Pi:pistillode S:sépale; St:étamines. Barres : 500 um (c, f) and 250 um (d, g).
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Figure 29: Initiation et développement des inflorescences. a: bourgeon inflorescentiel a
laisselle des palmes adultes c: coupe longitudinale d'un bourgeon inflorescentiel.
Abréviations: A: apex; Pa: Parenchyme; Pe : pédoncule de linflorescence Pv: faisceaux

provasculaires. Barres: 250 um (a); 300 um ; 5 mm (b).
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Figure 30 : Jeune inflorescence. a: la plus jeune inflorescence obtenue lors des dissections. On
observe I'élongation du pédoncule et la formation de la spathe ; b : coupe longitudinale d’une jeune
inflorescence femelle. Abréviations: A: apex; Pa: Parenchyme; Pe : pédoncule de l'inflorescence; Pr:
prophyll ou bractée; Ra: rachillae ou épillets. Barres : 300 um (e); 5 mm (b).

Figure 31 : Jeune inflorescence au stade d’initiation des méristémes floraux et d’environ 10 mm de
longueur; A: inflorescence male ; B: inflorescence femelle ; C: coupe histologique d’un épillet méle ;
D: coupe histologique d'un épillet femelle.  E-F: ultra-structure des cellules d'un épillet
male montrant I'absence d’accumulation d’amidon (E) alors que celles d’un épillet femelle montre
une forte accumulation (F, amidon en rose). Abréviations: b: bractée; Fm: méristéme floral; R: rachis;
Ra: rachillae ou épillets. Barres : 300 um (C, D); 5 mm (A, B) et 20 um (E, F).
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C. La structure de la jeune inflorescence aprés la mise en place des axes de
croissance secondaires

Les bourgeons inflorescentiels se développent etif§érencient lorsque les conditions
nécessaires sont réunies (figure 30a). Au cours des premiers stades, on peut noter une
excroissance du coté apical et un allongement du pédoncule.

L’histologie des jeunes inflorescences montre que leur partie basale présente la méme
organisation structurale que celle des bourgeons inflorescentiels (figure 30b). Cependant,
'apex du bourgeon inflorescentiel se différencie et se ramifie pour initier simultanément
'enveloppe de la spathe et les épillets sur lesquels vont s’initier les primordiums floraux. La
spathe est constituée d'un parenchyme vacuolisé parcouru par de nombreux éléments
provasculaires. La forte coloration par le naphthol blue-black (NBB) de I'apex montre que

cette zone est en phase de croissance active (figure 30b).

D. Le dimorphisme inflorescentiel

La différentiation des axes de croissance secondaires (rachillae) s’effectue au niveau de I'apex
de linflorescence. On peut noter I'absence de bractée a la base de ces ramifications. Les
jeunes inflorescences male et femelle présentent la méme organisation structurale globale
(figure 31). Cependant, plusieurs différences morphologiques et cytologiques sont observées
entre les deux sexes des l'initiation des primordiums floraux :

- Durant le développement inflorescentiel précoce et alors que leurs tailles sont
similaires, les jeunes inflorescences males et femelles ont des formes distinctes. Les
inflorescences males sont de forme conique et les inflorescences femelles sont plus arrondies.
Cela peut étre relié a une différence de ramification au niveau de leurs épillets (figure 31a,b).

- Des coupes longitudinales de jeunes inflorescences montrent des différences de
densité de méristemes floraux, lesquels se développent latéralement le long des épillets. Les
meéristemes floraux sont plus densément distribués sur I'axe secondaire de inflorescence male
par rapport a son équivalent femelle (figure 31c,d).

- La troisieme différence observée entre les jeunes inflorescences male et femelle avant
I'organogénese florale est le pattern d’accumulation des polysaccharides dans les épillets. De

nombreux grains d’amidon sont observés dans les cellules parenchymateuses des rachillae
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femelles alors que leurs équivalents méales n’en contiennent que tres peu (figure 31 e,f).
L’accumulation d’amidon augmente avec le développement et la croissance des rachillae
(tableau 6). Les organes floraux sont dépourvus de réserves amylacées durant le
développement floral précoce. En revanche, une accumulation d’amidon devient visible dans

les pétales et sépales durant la différenciation sexuelle des organes floraux.

Conclusion

Les premiers stades de développement des inflorescences males et femelles de palmier
dattier montrent des différences morphologiques importantes, suggérant que le
dimorphisme sexuel des inflorescences se déclenche précocement avant le stade
d’initiation des meristémes floraux, donc avant la différenciation sexuelle des boutons

floraux.

II. La morphogenese florale

Les premiers signes du dimorphisme inflorescentiel que nous avons établi précédemment
correspondraient a des caractéres sexuels secondaires, potentiellement associés a la future
mobilisation énergétique nécessaire a la production des fruits. Cependant, étant donné que la
dioicie n'est pas dd a la structure inflorescentiglésu stricto, nous nous sommes focalisés

sur les caracteres sexuels primaires directement liés au sexe, c’est-a-dire au niveau de la fleur.
A quel stade de développement de l'inflorescence, le sexe de la fleur est—il mis en place ?
Nous avons recherché des éléments de réponse a cette question dans I'étude de la
morphogénese florale du palmier dattier. Pour ce faire, une étude histologique des fleurs a été
réalisée afin de déterminer les stades clés de développement floral ainsi que les principales

différences structurales entre les fleurs males et femelles.

A. Stades de développement de la fleur

La dissection d’'une trentaine de palmiers dattiers a été nécessaire pour disposer du matériel
inflorescentiel représentant la totalité des stades requis pour établir une cinétique de
développement floral (figure 32).
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Une étude histologique et des observations en microscopie €lectronique a balayage (MEB) ont
été réalisées sur les bourgeons floraux portés par les différentes inflorescences de tailles
différentes et échantillonnés lors des dissections (figure 32). Cet étude nous a permis
d’identifier 9 stadesprincipaux de développement floral allant du bourgeon floral jusqu’'a
'émergence d’'une fleur mature unisexuée (figure 33; tableau 7). Les différents stades sont
référencés par rapport a la taille de leurs inflorescences puisqu’il est pratiquement impossible
de donner un age aux inflorescences avant leur émergence (inaccessibilité a cause de la haute

protection de la couronne foliaire).

Les bourgeons floraux méales et femelles sont initiés a partir d’'une zone latérale
méristématique du rachilla et a 'aisselle d’'une courte bractée (figure 31c,d). L'apparition du
bourgeon floral est définie afin de correspondre le stade initial (I) de la morphogenése florale
(figure 33a,e; tableau 7). Les bourgeons floraux sont constitués de cellules intensément
colorées au NB, indicateur d’une forte activité de division cellulaire. lls se développement de
facon longitudinale et radiale par des divisions anticlines et périclines respectivement.
L’initiation des primordiums des organes floraux (sépales, pétales, étamines et carpelles)
s’effectue de maniére acropete et aboutit a [|'établissement des quatre verticilles
successivement opposés. L'émergence des primordiums des sépales, des pétales, des étamines
et des carpelles se produit successivement. Chaque organe floral se caractérise par une
structure histologique bien déterminée. Nous désignons un stade évolutif pour la mise en
place d’'un nouvel organe floral. Ainsi, les stades II, 1lI, IV et V correspondent a I'ontogénése
des sépales, pétales, étamines et carpelles respectivement (stade Il : figure 33b,f; stade IV:
figure 33c,g ; stade V : figure 33d,h ; tableau 7).

Le développement des bourgeons floraux méales et femelles est similaire jusqu’a 'émergence
du dernier verticille (carpelle ou gynécée) au stade V (figure 33d,h ). Le bourgeon floral est
alors d’apparence bisexuelle a ce stade.

A partir du stade VI (figure 33i,m) puis au VII (figure 33j,n), les fleurs males et femelles ont
des morphologies différentes. Les organes sexuels fertiles (carpelle pour les fleurs femelles et
étamines pour les fleurs males) s’accroissent en taille et se développent.

Aux stades VIII (figure 33k,0) et IX (figure 33l,p), alors que les organes sexuels fertiles
atteignent leur phase de maturité avec des structures reproductrices matures (ovule pour les

carpelles et sac polliniques pour les étamines), les organes sexuels stériles (staminodes des
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fleurs femelles et pistillodes des fleurs males) apparaissent rudimentaires et montrent un

développement incomplet (figure 33l,p; tableau 7).

Conclusion
Le développement floral chez le palmier dattier qui compr@énstadesclés peut étre
subdivisé en deux phases distinctes :

- La premiére phase (du stade | au stade V) correspond a la mise en place des organes
floraux sexuels et stériles. Durant cette phase, les bourgeons floraux males et femelles
sont morphologiquement indistinguables (stade V). Le bourgeon floral est d’apparence
bisexuelle

- La seconde phase (du stade VI au stade IX) se caractérise par la différentiation des
organes reproducteurs. Les organes sexuels males et femelles suivent des voies

morphogénétiques différentes qui accentuent le dimorphisme sexuel.

Ces résultats viennent compléter et préciser les observations du développement floral
rapportées par DeMasson et al (1980) et les 8 stades de différentiation pour I'inflorescence
femelle proposés par Masmoudi et al (2008). De plus, cette description histologique nous
montre clairement quie sexe de la fleur du palmier dattier commence a se mettre en
place avant le stade V| donc probablement au stade V ou peut étre plus totAfin
d’approfondir cette question, les stades « bisexuels » V et IV des bourgeons floraux males et
femelles ont été étudiés plus en détails afin de rechercher les premieres différences

morphologiques visibles liées au sexe.
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Tableau 6 : Accumulation d’amidon dans les organes reproducteurs du palmier dattier. Ce
tableau correspond a un récapitulatif de la présence (+) ou absence (0) de réserves amylacées
dans les structures reproductives méle et femelle. Les organes reproducteurs (fertiles et non
fertiles) sont dépourvus d’amidon jusqu’au stade VI ou les carpelles de la fleur femelle
montrent la présence de quelques grains d’amidon. Cependant, les rachillae montrent une
accumulation d’amidon dés le stade d’initiation du bourgeon floral. Le pattern d’accumulation
est différent entre les inflorescences males et femelles. Les femelles montrent une plus forte
accumulation que les méales. Le nombre de signe + indique une idée d’abondance

Fleurs Stade de développement
| ] 1] v Vv VI
Femelle épillets + | ++ ++ +++ |+ | 4+
Organes non sexuels (sépales et pétales) |0 | O 0 0 0 +
Organes sexuels (Carpelles, staminodes) 0 |0 0 0 0 + (carpelles)
Male épillets 0o |+ + ++ ++ ++
Organes non sexuels (sépales et pétales) |0 | 0 0 0 0 +
Organes sexuels (Etamines et pistillodes) |0 | 0 0 0 0
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Figure 32 : Cinétique de développement inflorescentiel femelle (A) et male (B
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Tableau 7 : Principaux événements morphologiques observées au cours de la formation des

fleurs unisexuées chez le palmier dattier.

Stage sexe  Evénements morphologiques Longueur Figures
moyenne des
épillets (cm)

0 F-M Initiation du méristéme de I'inflorescence; initiation du rachis  0,2- 0,5
et des épillets

1 F-M Initiation du méristeme floral 05-1 Fig.31a, 3e
2 F-M Emergence des primordiums des sépales 1,5-3
3 F-M Emergence des primordiums des pétales 2,5-3,5 Fig.31b, 3f
4 F-M Initiation des primordiums des étamines 3-4,5 Fig.31c, 3g
5 F-M Initiation des primordiums des carpelles 3,5-4,5 Fig.31d, 3h
précoce Forme et taille comparable pour les primordiums de carpelles

de deux sexes (stade bisexuel)
Tardif Elargissement des primordiums des carpelles des fleurs

femelles (premiére différence morphologique)
6 M Elongation des primordiums des étamines et du pistillodes 5,5-7 Fig.31m, 5a

F Elargissement des primordiums des carpelles suivie d’une Fig.31i, 6a

légére différentiation. primordiums des staminode avec des
cellules actives

7 M Etamines se différentient en anthére and filament 7-13 Fig.31n
F Carpelle s’allonge. Initiation du méristéme ovulaire. Arrét de Fig.31j
développement des staminodes
8 M Différentiation des loges polliniques. Division méiotique 13-20 Fig.310
visible dans les antheres. Pistillodes: carpelle s’est
légérement allongée. Initiation du méristéme ovulaire
F Initiation du nucelle et les téguments internes dans l'ovule. Le Fig.31k
style se différentie dans la partie apicale de [I'ovaire
Staminodes montrent une différentiation cellulaire.
9 M Etamines augmentent de taille; des pollens bi-nucléaires 23-30 Fig.31p

apparaissent dans les sacs polliniques. Pistillodes: tailles
inchangées mais méristeme ovulaire forme le nucelle. Aucun
développement ultérieur n’est observé.

F Initiation des stigmates. Téguments externes sont formés, la Fig.31l
macrospore est visible. Staminodes: cellules se vacuolisent et
certaines se différentient en faisceaux vasculaires
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B. La mise en place du dimorphisme sexuel des fleurs

Afin de déterminer les premieres différences visldatre le développement des fleurs males
et femelles, des mesures morphométriques du verticille 4 des bourgeons floraux aux stades IV
et V d’initiation des organes sexuels ont été réalisées (figure 34a, b). Ces mesures

comprennent la largeur et la hauteur du verticille 4 ou gynécée.

Au stade IV

Alors que les sépales et les pétales continuentatlerger, les bourgeons floraux males et
femelles produisent chacun six primordia d’androcée entourant un méristeme central. Nous
avons constaté que les largeurs et les hauteurs du méristéme central sont comparables entre
les bourgeons males et femelles (P= 0,5, pour les largeurs ; P=0,54, pour les hauteurs ; figure
34c).

Au stade V

Nos observations en microscopie électronique a bglayMEB) montre que, au stade V, le
méristeme central du gynécée s'est élargi et s’est subdivisé en trois mamelons ou
primordiums similaires et de forme triangulaire, et qui émergent en alternance avec le
verticille interne de I'androcée (figure 35a, b). Une petite dépression se creuse au centre du
meéristeme floral et sépare les trois primordia du gynécée. Au début du stade V, le gynécée est
comparable entre les deux sexes. Cependant, dés que les primordia du gynécée ont émergés,
les premiéres différences morphologiques visibles commencent a apparaitre entre les
bourgeons floraux male et femelle.
Les mesures morphométriques effectuées montrent que les largeurs et les hauteurs des
primordia du gynécée sont significativement différentes entre les bourgeons males et
femelles. Ces résultats révélent que les primordia du gynécée des bourgeons femelles sont
plus large que ceux des bourgeons males au stade « bisexuel » (P=0,0016, pour les largeurs ;
P=0,005, pour les hauteurs ; figure 35c).
Nous avons ensuite recherché les causes de [|'élargissement du gynécée des bourgeons
femelles par rapport a celui des fleurs males. Deux hypothéses peuvent étre proposées :
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I'élargissement du gynécée serait liée soit a une différence de la taille soit a leur nombre de

cellules.

Pour ce faire, nous avons réalisé des mesures tdédléaet du nombre total des cellules par
primordium sur des coupes histologiques médianes des bourgeons floraux méle et femelle.

Nos résultats montrent que les tailles des cellules des gynécées male et femelle ne sont pas
significativement différents a ce stade V (P = 0,59 ; figure 36a). Cependant, nos résultats
montrent une différence du nombre total de cellules par primordium de gynécée entre les
bourgeons de sexe opposé. L’élargissement du gynécée serait di a un nombre de cellules plus
important dans le bourgeon femelle par rapport au male (P = 0,0001; figure 36b).

En conclusion

Ces résultats montrent que les premiers signes de dimorphisme sexuel entre les
bourgeons male et femelle sont observables au stade V. lIs résulteraient d’une différence
d’activité mitotique du bourgeon floral au niveau du verticille 4, qui est plus large dans
le bourgeon femelle, ce qui constituerait le premier signe du processus de différenciation
sexuelle de la fleur chez le palmier dattier.
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Figure 34 : Analyse biométrique des boutons floraux apres l'initiation de tous les primordiums des
organes floraux. a: coupe longitudinale d’'une fleur femelle au stade bisexuel (V). b: coupe
longitudinale d’une fleur male au stade bisexuel (V). c : Histogramme de la moyenne de largeur et de
la hauteur du gynécée des fleurs male et femelle. Abréviations: carpelle; Pe: pétales; St: étamines;
Hw4: Hauteur du verticille 4; Ww4: Largeur du verticille 4. Barre : 100 um (a-b).

78



Figure 35 : Analyse biométrique des boutons floraux aprés linitiation de tous les primordia
des organes floraux au stade V (bisexuel). a-b : Organes sexuels des fleurs femelle (a) et méle
(d) en microscopie électronique a balayage (MEB). A ce stade, chaque fleur montre
I'émergence de trois primordia des carpelles de forme triangulaire au verticille interne entouré
de six primordiums d’étamines. c : Histogramme de moyenne de la largeur et de la hauteur
du gynécée des fleurs méle et femelle. Au stade bisexuel V, les tailles sont significativement
différentes entre les gynécées femelle et méale (c; p= 0,0016). Abréviations: carpelle; Pe:
pétales; St: étamines.
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Figure 36: histogramme d’aire moyenne des cellules des primordiums du gynécée des fleurs
femelle et male (a) ainsi que leur nombre moyen de cellules (b) au stade V. Les résultats
montrent que les tailles des cellules ne sont pas significativement différentes (p= 0,59).

L’élargissement du gynécée des fleurs femelles par rapport a celui des fleurs males résulte
d’'un nombre de cellules significativement plus important (p: 0,0001).
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C. L a différenciation des organes reproducteurs male et femelle

Afin de préciser les bases cellulaires caractérisant I'unisexualisation des fleurs, I'évolution
des bourgeons d'apparence bisexuelle vers des fleurs unisexuées a ensuite été étudiée en
comparant le développement des organes floraux fertiles (carpelles et étamines) avec les

organes floraux stériles (pistillodes et staminodes).

1. L e développement de I'androcée des fleurs méale et femelle

Une étude histologique comparative entre le développement de I'androcée fertile des fleurs
males et 'androcée stérile des fleurs femelles a été réalisée pour les stades de différentiation
sexuelle (VI a IX) (figure 37).

Description de I'androcée fertile
Au stade VI, les primordia des étamines des fleurs méales s’accroisaetés divisions
anticlines et périclines (figure 37a). Les ébauches s’allongent. Les cellules des étamines sont
constituées de larges noyaux entourés de cytoplasme trés densément colorés par le NBB
(figure 37a). Le développement précoce des étamines en particulier est associé a une forte
activité de division cellulaire.
Au stade VII, les étamines observées sont allongées et présentent un rétrécissement de leur
base (figure 37b). C’est le premier signe de différentiation des étamines en antheres et filet.
De plus, on observe une polarisation zonale de l'anthére. Le c6té abaxial de l'anthere
renferme des cellules densément colorées au NBB. Ces derniéres évolueront en tissu
sporogene avant de former le sac pollinique. Du coté adaxial de I'anthere s’individualisent des
cellules parenchymateuses plus vacuolisées. Les étamines apparaissent bilobées.
Au stade VIII, la croissance des anthéres s’accentue (figure 37c). On note la présence de
nombreuses figures méiotiques dans le tissu microsporogene. A la fin de ce stade de
développement, des cellules tétranuclées sont observables.
Au stade IX mature, les étamines ont atteint presque leur taille finale (figure 37d). Les

tétrades ont évolué en microspores qui seront a I'origine du pollen.
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Figure 37: Développement de I'androcée chez les fleurs male et femelle. a-f : Développement de
I’androcée fertile des fleurs males. a: primordiums d’étamines au stade VI. b: différentiation précoce
des étamines en anthére and filament au stade VII. c: étamines bilobés au stade VIII. c1: Des divisions
méiotiques visibles dans les locules des anthéres. d: étamines matures au stade IX avec des sacs
polliniques développés. e-h: Développement de I'androcée stérile des fleurs femelles. Légére
croissance des primordiums des staminodes au stade VI. Aucune élongation des staminodes n’est
observable comparativement aux étamines de méme stade (a). f: au stade VI, les cellules des
staminodes deviennent vacuolisés. Cela correspond aux premiers signes de différentiation. g-h: la
vacuolisation cellulaire augmente considérablement durant les stades VIII et IX. De plus, certaines
d’entre elles se différentient en faisceaux provasculaires (PV). Abréviations: A: anthére; F: filament; L:
locule des anthéres; Pe: petale; Pi: pistillodes; PV: faisceaux provasculaires; Sa: sac pollinique.
Barres : 30 um (e-h), 90 um (a-b) and 200 um (c-d).
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Description de I'androcée stérile
Contrairement aux étamines des fleurs males, les staminodes des fleurs femelles montrent un
arrét de développement. Des investigations histologiques ont été réalisées pour caractériser en
détail les événements cellulaires associés a cet arrét.
Au stade VI, les ébauches des staminodes se sont tres Iégérement allongées par rapport au
stade V «bisexuel » sans toutefois égaler la taille des étamines au méme stade de
développement (figure 37a). Les cellules des staminodes se distinguent par de gros noyaux
visibles par la coloration au NBB et des cytoplasmes denses (figure 37e). Ces cellules
demeurent a ce stade dans un état indifférencié.
Au stade VII, aucune élongation ni élargissement des ébauches des staminodes n’est observée
(figure 37f). Cela indique que le développement des staminodes est bloqué.
Durant les stades VII a IX, les staminodes présentent une différenciation cellulaire qui se
traduit par une augmentation de la vacuolisation et par une diminution de la densité de
coloration au NBB des cytoplasmes (figure 37g,h). Les cellules montrent des vacuoles larges
et des noyaux excentrés. On note la différenciation de certaines cellules en faisceaux

provasculaires (figure 37g,h).

En conclusion, l'arrét de développement des staminodes des fleurs femelles serait associé
a une perte progressivement des caractéristiques méristématiques des cellules suivi de
leur différentiation précoce. Cette derniére constituerait un élément essentiel de la

formation d’une fleur femelle unisexuée.
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2. Développement du gynécée des fleurs femelle et méale

Le développement du gynécée a été comparé entrdel@es male et femelle afin de
déterminer les principaux changements histo-cytologiques qui se produisent durant

I'établissement du dimorphisme sexuel.

Description du gynécée fertile

Des le stade VI, les primordia du gynéceée fertile des fleurs femelle subissent un accroissement
de leur épaisseur ainsi que de leur taille (figure 38a). Leurs cellules apicales sous
épidermiques se caractérisent par de gros noyaux centraux et des cytoplasmes trés denses liés
a l'accumulation de composés protéiques. Cet élargissement des ébauches du gynécée
entraine la formation d’'une petite dépression entre les trois carpelles visualisés MEB.

Au stade VII, I'élongation des ébauches carpellaires se poursuit et le méristeme ovulaire est
initié du c6té intérieur du carpelle (figure 38b). Les cellules du carpelle se différencient en
accroissant leur vacuolisation. En revanche, les cellules du méristéme ovulaire présentent un
noyau volumineux, un cytoplasme dense ainsi qu'un rapport nucléo-cytoplasmique
relativement élevé. A fort grossissement, une augmentation de la taille des nucléoles est
observée. Ainsi, les cellules du méristeme ovulaire montrent les caractéristigues d’un
métabolisme actif. A la fin du stade VII, le nucelle ovulaire est formée (figure 38c). Il est
composé principalement de cellules hautement méristématiques. Il est a noter que l'ovule
immature présente un axe de symétrie proximal/distal.

Au stade VIII, une croissance substantielle des carpelles des fleurs femelles est observée
(figure 38d). Le style et I'ovule sont clairement distinguables. Les téguments internes ainsi
gue les tissus sporogéne sont initiés au sein du nucelle. L'ovule est placé en position
anatrope. Durant sa différentiation, I'ovule a acquis un nouvel axe de symétrie de type
abaxial/adaxial.

Au stade IX, les carpelles se sont élargis et allongés considérablement (figure 38f). lls ont
atteint leur taille et leur forme définitives. La mise en place des stigmates différenciés, d’'un
placenta hautement vascularisé et de téguments ovulaires sont observables. Du coté du
micropyle ovulaire, le sac embryonnaire provenant des cellules de macrospore s’individualise
(figure 38e). A I'anthese, le gynécée fertile des fleurs femelles est fonctionnel. Il est composé
de trois carpelles uniovulaires.
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Description du gynécée stérile

Comparativement au gynécée fertile des fleurs femelles, les pistillodes des fleurs males
présentent un développement moins important.

Dés le stade VI, les primordiums des pistillodes s’accroissent légérement en taille. Leurs
cellules présentent une diminution des caractéristiques meéristématiques. Elles apparaissent
beaucoup moins denses que celles du gynéceée fertile (figure 38f).

Au stade VII, les pistillodes s’épaississent et se différencient (figure 38g). Les méristemes
ovulaires s’individualisent du coté basal et renferment des cellules actives.

Au stade VIII, le style et les stigmates sont initiés dans la partie distale des pistillodes (figure
38h). Le nucelle ovulaire est formé. Il est constitué des cellules vacuolisées avec de gros
noyaux centraux, des caractéristiques des cellules quiescentes (figure 38j).

Au-dela du stade VIII, un arrét du développement des pistillodes est constaté (figure 38i). Il
se traduit au niveau de I'ovule par I'absence des téguments et du sac embryonnaire. Aucune
différentiation de la chalaze n’est observée. Ainsi au stade IX, le développement des
pistilodes apparait incomplet ou juvénile comparativement au gynécée fertile des fleurs
femelles. A ce stade, I'axe de symétrie de I'ovule est de type proximal/distal (figure 38j).

Conclusion

Cette étude comparative de la différentiation du gynécée des fleurs femelle et male a montré
un développement similaire entre les fleurs male et femelle aux stades VI et VII. Ensuite, les
carpelles fertiles et les pistillodes se distinguent progressivement. L’arrét de développement
des pistillodes des fleurs males résultent d'une diminution des caractéristiques
méristématiques suivi d'une différenciation partielle de I'ovule et du style au stade VII.

Cet arrét de développement des pistillodes serait le caractére le plus marquant associé

'unisexualisation des fleurs males chez le palmier dattier.
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Figure 38: Développement du gynécée chez les fleurs femelle et méle.

a-e: différentiation sexuelle et maturation du gynécée fertile des fleurs femelles. a:
Elargissement précoce des primordia de carpelle au stade VI. b: élongation des primordiums
des carpelles durant le stade VII. c: l'initiation de I'ovule s’accompagnant de la mise en place
d'un axe de symétrie proximale/distale au stade VII. d: au stade VI, élongation des
primordia de carpelles et initiation des téguments externes de I'ovule, laquelle est observable
en position anatrope. Acquisition d’'un nouvel axe de symétrie de type abaxial/adaxial. e :
détail de I'ovule au stade IX. Les téguments internes sont formés. La macrospore demeure au
stade prémeiotique.

f-j: développent du gynécée stérile des fleurs méales. f: au stade VI, les primordia des
pistillodes se sont |[égérement allongés. g: au stade VI, initiation du bourgeon ovulaire. h: au
stade VIII, initiation du nucelle ovulaire. i : au stade IX, pistillodes développés. A ce stade, la
mise en place d'un axe de symétrie proximal/distal caractérise les pistillodes. j: Détail du
tégument interne de I'ovule des pistillodes. Abréviations: C: carpelle; et: tégument externe; it:
tégument interne; mi: micropyle; mo: méristeme ovulaire; ma: macrospore; N: nucelle ; O:
ovule; pe: pétale; Pi: pistillode; S: sépale; Std: staminodes; Stm: étamines; sty: style. Barres:
50 um (b, g, €, j), 100 pm (a, c-d, f, h-i).
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V. Discussion

Développement de l'inflorescence

Les inflorescences de palmier dattier sont trés grandes plus d'un metre, de structure
monopodiale avec une ramification d’ordre 1. Leur ontogénese implique le développement
du bourgeon inflorescentiel en inflorescence. Cette transition développementale est trés rapide
et semble durer quelques semaines seulement. Les processus moléculaires régulant la mise en
place des inflorescences et des rachillae restent inconnus. Cependant, plusieurs genes
susceptibles d’intervenir dans la régulation du développement inflorescentiel ont été
caractérisés chez les palmiers, notamment des orthologues putatifs des genes
SHOOTMERISTEMLESS &UC1/CUC2/CUC3 dArabidopsis (Jouannic et al., 2007).

Durant les premiers stades de développement, les inflorescences males et femelles du palmier
dattier se distinguent par le nombre de ramifications de I'axe inflorescentiel, par la densité des
méristémes floraux ainsi que par I'accumulation de réserve en polysaccharidiques. Ce dernier
caractere pourrait étre associé a leur future fonction de production des fruits. Le phénomene
de dimorphisme morphologique entre inflorescences male et femelle est visible chez de
nombreuses especes dioiques. Par exemple, chez la papaye, le pied male produit de longues
inflorescences portant de nombreuses fleurs comparativement au pied femelle qui se distingue
par de tres courtes inflorescences portant un nombre réduit de fleurs femelles (Ming et al.,
2007). Chez le palmier a huile, I'inflorescence femelle porte moins de ramifications et de
bractées florales que l'inflorescence male (Adam et al., 2005). Les inflorescences male et
femelle du palmiePhytelephas equatorialigifferent par le nombre de rachillae produits
(quatre branches pour l'inflorescence male et une seule pour l'inflorescence femelle) ainsi que

par le nombre de fleurs par rachilla (Uhl et Dransfield, 1984).

Les différences de structure inflorescentielle entre les deux sexes d’'une plante constituent des
caractéres sexuels secondaires, du fait qu’ils ne soient pas directement liées au développement
du gynécée et de I'androcée (Lloyd et Webb, 1977; Dellaporta et Calderon-Urrea, 1993). Tres
peu de genes impligués dans le contrble des caractéres sexuels secondaires ont été rapportés
chez les espéces dioiques. Toutefois, chez le mais, les J&BRSELSEED 4 et
TASSELSEED 6 seraient impliqués dans la ramification principale de l'inflorescence (Juarez

et Banks, 1998). Plus récemment, des QTL controlant les caracteres morphologiques
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inflorescentiels (taille et nombre) ont été identifiés et localisés a proximité du locus du sexe de

la vigne (Marguerit et al., 2009).

L’acquisition ancienne de la dioécie chez Risoenix comme l'attestent des fossiles de

fleurs, trouvés dans des sédiments datant d’il y a environ 50 millions d'années (Dransfield et
al, 2008) confortent la these selon laquelle les especes auraient eu le temps nécessaire de
pouvoir accumuler plus des caractéres sexuels secondaires. Cependant, les liens entre le
développement de caracteres sexuels secondaires et les génes de la détermination du sexe
chez les espéces dioiques en geénéral et chez le palmier dattier en particulier restent a étre

élucidées.

Dimorphisme sexuel de la fleur

Les premiéres différences morphologiques visibles liées au sexe sont observable$™es le 5
stade avec les gynécées des fleurs femelles sont significativement plus larges que ceux des
fleurs males. Bien que leurs tailles soient comparables, cet élargissement résulterait d’'une
différence d’activité mitotique, plus importante au niveau des organes sexuels fertiles. Un
dimorphisme sexuel similaire est observé chez les fleu&. tiifolia. Au stade d’initiation

du verticille correspondant aux étamines, le gynécée des bourgeons femelles montre une
augmentation importante de son diameétre qui est 5 fois plus large que celui des bourgeons
males, ce qui suggere un arrét de la prolifération du territoire correspondant au gynécée de la
fleur méle (Grant et al., 1994 ; Farbos et al.,, 1997). De plus, une étude réalisé chez cette
espece a révelée une expression différentielle des GMdESHOOTMERISTEMLESS) et

CUC (CUC SHAPED COTYLEDOW et 2) entre les bourgeons males et femelles avant toute
différentiation des organes floraux (Zluvova et al., 2006). Le territoire du gynécée des
bourgeons males ds. latifolia se caractérise par une expression spécifique desJ&dS

et une absence d’accumulations des transcrits des §EENI1 et 2 (Zluvova et al., 2006).

De plus, un certain nombre de mutations qui affectent la taille du méristeme floral ont été
identifiées. Par exemple, les mutations du gene CLAVATA 3 &rebidopsiset du géene
FLORAL ORGAN NUMBER 1 du riz se traduisent par une prolifération et un élargissement
du méristeme floral, et une augmentation du nombre d'organes floraux (Suzaki et al, 2004;
Kazama et al., 2009). Les genes AGAMOUS et SUPERMAN sont requis pour la régulation
de prolifération cellulaire des verticilles 3 et 4 de la flewkrdbidopsis(Jenik et irlandais,

2000; Meyerowitz, 1997). Plus récemment, le gene INHIBITOR OF MERISTEM ACTIVITY
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(IMA), qui agit comme répresseur des genes de l'identité méristéematique (WUS, STM, KN1)
et qui participe par conséquent dans le processus de la terminaison du méristéme floral, a été

décrite chez la tomate (Sicard et al., 2008)

La mise en place des fleurs unisexuées chez le palmier dattier montre clairement une
cinétigue de développement différente entre les organes sexuels stériles méales (androcée ou
staminodes) et femelle (gynécée ou pistillodes). Les staminodes présentent un arrét
d’élongation et une différentiation cellulaire précoce des le stade VI. En revanche, les
pistillodes présentent une croissance partielle suivie d'un blocage du développement
carpellaire plus tardif, au stade VII. Cette différence dans le moment de larrét du
développement des organes sexuels stériles selon le sexe est observable et trés variable selon
les especes dioiques présentant un bourgeon floral bisexuel. Chez le palmier a I'huile, les
staminodes et les pistillodes forment des structures rudimentaires alors que, lctiéalia

et C. sativudes staminodes avortent plus tardivement, aprés la différenciation des étamines en
antheres et en filaments (Farbos et al, 1997 ; Bai et al, 2004 ; Adam et al, 2005). Chez la
vigne (Vitis vinifera), les pistillodes montrent un développement similaire du gynéceée fertile
mais deviennent stériles par dégénérescence du sac embryonnaire (Caporali et al., 2003).
Dans un continuum qui repartit les espéces selon le moment d’arrét de leurs organes sexuels
stériles (figure 39), le palmier dattier entre dans le groupe 3 composs. datifolia, C.

sativus., Raphis, A. officinalet E. guineensis malgré quelques différences mineures dans la
différenciation des organes résiduels

Ces variations dans l'arrét des organes sexuels résiduels suggérent que, pour chaque espece, le
dimorphisme sexuel résulte de modifications a des niveaux différents de la voie de régulation

de la mise en place des organes reproducteurs (Irish et Nelson, 1989).
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Figure 39 : La répartition des especes selon le moment de 'arrét des organes sexuels stériles

constitue un continuum (modifié d’aprés Dellaporta et Calderon-Urrea, 1993).
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Chapitre 3 : Les variations de la morphogéneése florale

En I'absence de mutants floraux identifiés et caractérisés chez le palmier dattier, les variants
floraux constituent un matériel intéressant pour I'étude de la régulation du développement
reproducteur. L'inventaire des variants de la morphogénése florale nous a permis de constater
'existence de deux types d’anomalies floralesplanta : des fleurs males « bisexuelles »
observées sur des individus males et des fleurs femelles portant des pseudo-carpelles
surnuméraires observés chez des individus femelles.

Les fleurs males « bisexuelles » montrent une variation naturelle atypique de la morphogenése
florale. Elles ont été observées uniquement sur des individus males dans diverses régions du
monde, notamment en Irak et en Californie (DeMasson et al., 1980 ; Kgazal et al., 1990). Ce
phénotype floral variant se caractérise par le développement des pistillodes des fleurs males
en fruits parthénocarpiques. L’apparitionplanta de ce phénotype d'apparence bisexuelle a
suscité diverses affirmations. Certains indiquerent I'existence de « changement de sexe » chez
le palmier dattier d’'une année sur l'autre alors que d’autres parlerent de palmiers dattiers
monoiques avec la coexistence des inflorescences males et des inflorescences femelles chez le
méme individu (Monciero, 1954 ; Munier, 1973). L'absence de données d'ordre
histologiques, génétiques et biochimiques n’a pas permis d’expliquer l'origine et les

mécanismes responsable de ce dysfonctionnement floral.

Ce phénotype a également été dédamitvitro. Il s’agit du développement de fleurs

« hermaphrodites » obtenues a partir de fleurs males apres un traitement au 2,4-D, une auxine
de synthése ou a partir de fleurs femelles traitées avec une combinaison auxine/cytokine (AIB
et a la BAP ) (DeMasson et al., 1980 ; Masmoudi et al., 2008).

Le second phénotype variant concerne des fleurs femelles anormales sont observées a une
fréquence plus ou moins élevée sur des individus femelles issus de plants régévites

Ce phénotype variant s’apparente a une variation somaclonale (Cohen et al., 2004). Il a été

observé dans plusieurs plantations de palmiers issus de vitroplants en Arabie saoudite, aux

Emirats et en Israél.

Cependant, dans les différents cas de variation de la morphogénese florale décrits, la
fonctionnalité ou la fertilité des organes sexuels stériles n'ont pas été établies. Ainsi, nous

avons realisé une caractérisation histologique des variants florglenta etin vitro afin de
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décrire les événements morphologiques associés a |'apparition des phénotypes variants

variation et de mieux comprendre la plasticité du développement floral.

l. Variation florale in planta

A. Fleurs males « bisexuelles » in planta
Durant les deux derniéres saisons de floraison (2008/2009 et 2009/2010), les observations

portées sur 265 individus méles des palmeraies de Dijibouti nous permis d’identifier
I'existence de 6 individus males présentant une variation de la morphogéne florale, soit 2,3 %
des individus males, La caractérisation morphologique et histologique de ces fleurs males

anormales a été réalisée.

Description morphologique du phénotype male variant

Les individus males de palmier dattier peuvent porter soit uniquement des inflorescences
males normales ou des inflorescences « bisexuelles » soit les deux a la fois (figure 40 et 41).
Les inflorescences males portant des fleurs « bisexuelles » présentent la méme morphologie
générale que les inflorescences males normales qui portent uniguement des fleurs unisexuées.
La forme de l'inflorescence a fleurs «bisexuelles » est conique du fait de la ramification
acropétale des épillets floraux sur I'axe des rachis (figure 41a,b). Les fleurs « bisexuelles »
sont densément reparties sur I'épillet (figure 41c). Cependant, certaines différences
distinguent une inflorescence « variante » d’une inflorescence normale :
- Au niveau de l'appareil reproducteur, la répartition florale montre dans certains cas la
présence din gradient de développementLes fleurs « bisexuelles » sont rencontrées a
la base alors que des fleurs méles normales occupent le sommet de l'inflorescence (Figure
41a,c). Les fleurs males bisexuelles sont persistantes sur I'axe alors que les fleurs males
normales sont caduques. A noter que lors du développement des carpelles, les fleurs ne
sont plus caduques. Les conditions endogénes sont probablement différentes le long de
I'axe de I'épillet pour pouvoir expliquer I'apparition de ces deux phénotypes sur un méme
axe. Cette variation florale peut étre transmisse par la propagation végétative. Ainsi, nous
avons observé des rejets issus d'arbre male « hermaphrodite » qui avaient reproduit le
méme phénotype floral variant que leur pied mere. Au cours de leur premiere floraison,
les jeunes rejets produisent une inflorescence hybride qui présente a la fois des épillets
males normales et des épillets portant des fleurs méales « bisexuelles ». Lorsque le rejet
devient plus ageé, il ne produit plus dinflorescence hybride mais uniquement des
inflorescences avec des fleurs variantes.
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Figure 40 : Arbre male produisant des inflorescences a fleurs unisexuées et des inflorescences a

fleurs « bisexuelles ».

Figure 41: Inflorescences males « bisexuelles». a: inflorescence male présentant un important
développement carpellaire ou fruits parthénocarpiques ; b : inflorescence male « bisexuelle » au moment de
I'ouverture de la spathe; c : Epillets a trois stades de développement différents, le gradient de développement
carpellaire est observable clairement sur le dernier épillet de droite, a la base se trouve les fleurs males
« bisexuelles » et au sommet les fleurs males normales caduques. Barres : 20 cm (a) et 1 cm (b,c).
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Au niveau de la fleur, I'architecture d’'une fleur méle « bisexuelle » mature présente le
développement des organes des deux sexes. Pendant les stades précoces de la
morphogenese, le bourgeon male est semblable a celui d’'une fleur méale normale a
I'échelle macroscopique (figure 42a,b). Les étamines s’accroissent et s’allongent alors que
les pistillodes demeurent rudimentaires. Dansplgsnices de I'anthése, les pistillodes
connaissent une forte croissancgfigure 42c). Plus tard, ils évoluent en fruits
parthénocarpiques similaires aux fruits issus de pieds femelles non pollinisées (figure
42d,e). En effet, nous avons un développement floral normal puis lors de I'anthése le
signal du déblocage du développement des pistillodes intervient et la fleur méale évolue en
fruit parthénocarpique. Les facteurs inducteurs de ce développement anormal sont
inconnus.

La parthénocarpie a trois carpelles est majoritaire mais d’autres phénotypes variants avec
4 carpelles peuvent étre observés (figure 43). EE=udocarpelles surnuméraires
peuvent s'accompagneruti changement d’ordre de symétrie de 3 a 4 ou plus (figure

43).

Fertilité du phénotype male variant

Les observations histologiques effectuées sur les fleurs males «bisexuelles» au stade maturent

montre que les pistillodes sont constituées d’'un tissu parenchymateux (figure 44 a-c). Ce

dernier renferme une ovule vestigiale dépourvue des téguments et de sac embryonnaire. Ce

développement incomplet de I'ovule est comparable a celui constaté dans les pistillodes des

fleurs normales (figure 44d-f). Cela démonlaestérilité des pistillodesdes fleurs males

« bisexuelles » par comparaison avec le carpelle fertile de la fleur femelle (figure 44g-i).

Le développement carpellaire des fleurs méles « bisexuelles » s'accompagne d'une

persistance des étamines apres I'anthése. La déhiscence des antheres est bloquée. De plus, la

stérilité morphologique des étamines persistantes se constate au niveau des sacs polliniques,

contenant des grains de pollens immatures, aplatis et malformés entourés d’'une couche

tapétale persistante (figure 45a,b). Ces grains de pollens sont totalement différents de grains

de pollens normaux qui sont plutét sphériques et possédent deux noyaux (figure 45c,d). Ces

observations démontrent la stérilité des organes reproducteurs males
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Figure 42: Cinétique de développement des fleurs males « bisexuelles». Les pistillodes demeurent
rudimentaires (a, b) jusqu’a I'approche de I'anthese ou ils s’accroissent fortement (c). Aprés I'anthése

les étamines persistent et les fleurs prennent I'apparence de fleurs bisexuelles ou hermaphrodites
(d,e).

Figure 43 : Changement d’ordre de symétrie dans une fleur fleur male « bisexuelle ».
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Figure 44 : Caractéristiques morphologiques et histologiques des fleurs males « hermaphrodites »
(a-c) en comparaison avec celles des fleurs normales males (d-f) et femelles (g-i)
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En somme, les fleurs males « bisexuelles » présentent une double stérilité (carpelles
dépourvus d'ovule mature et des sacs pollinigues portant des grains de pollen
anormaux). Le développement carpellaire des pistillodes conduit & une parthénocarpie
plutdt gua un a hermaphrodisme fonctionnel. Cependant, les facteurs génétiques,
hormonaux ou environnementaux a lorigine de [Iapparition des variants

« hermaphrodites » restent a identifier.

B. Fleurs femelles présentant des carpelles surnuméraires in planta

Nous avons suivi la floraison des individus femelles issus de vitroplants de palmier dattier
pendant les saisons florales de 2008-2009 et 2009-2010 dans les différentes palmeraies de
Djibouti.

Nous avons observé la présence de fruits mais surtout de nombreux pseudofruits anormaux
chez ces individus femelles (figure 46). L'anomalie constatée probablement de perturbations
induites au stade floral. Ce phénotype variant se caractérise par la formation de structures
carpellaires supplémentaires ou surnuméraires. L’apparition de ces carpelles surnuméraires
pourrait avoir deux origines possibles :

- Un changement de l'identité du verticille 3 (staminodes). Les staminodes rudimentaires
se développent en pseudocarpelles en forme de languette pour la plupart des cas (figure
46). Cela semble correspondre a une modification homéotique des organes males.

- Un changement d’ordre de symétrie supérieur a 3 pour le gynécée.

Ces phénotypes caractérisés par des fruits anormaux sont qualifiés de « variations

somaclonales » puisqu’elles sont portées par les plants régénérés in vitro. Nous avons

constatée que, pour la saison de floraison 2009-2010, cette variation somaclonale affectait

100% des vitroplants du CERD, 91 % des individus de Damerjog et 47 % de ceux d’Ali-Sabieh.

Cette variation entraine une perte importante de la production de dattes.

En conclusion, la modification des organes males des fleurs femelles anormales se

caractérise par une transformation homéotique des staminodes et/ou s’accompagnent

d’un changement de symétrie du gynécée.
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Figure 45 : Coupes histologiques des organes males des fleurs bisexuelles pialeitées
et in planta (a: anthéres non déhiscentes, b : pollen anormal) et (c : anthéres normales, d:
pollen normal).
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Fruit parthénocarpique issu
du deéveloppementde 3
carpcelles

pseudocarpelles
< Fruit parthénocarpique issu du

développementde 3 carpelles et
des staminodes en pscudocarpelles

Fruit parthénocarpique issu du
developpementde 4 carpelles
(Changementd’odre de symetrice)

Figure 46: Fruits anormales produites par des individus femelles régémérégo. On

observe la transformation des staminodes en pseudocarpelles comparables carpelles ou des
pseudocarpelles en forme de languettes et la perte de symétrie 3 par le verticille 4. Barre : 1
cm
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. Variation florale in vitro

Afin d’étudier la régulation du développement des organes sexuels stériles, et donc de
I’expression du sexe de la fleur, nous avons entrepris la mise en culture in vitro des boutons
floraux de plusieurs variétés sur des milieux enrichis en différentes combinaisons
hormonales de nature auxinique (2,4D : acide 2,4-dichlorophenoxyacétique ; ANA : acide a
naphtalene acétique; AIB: acide B indole butyrique), cytokinique (BAP : acide 6-Benzyl-
aminopurine) et un agent chimique (5-azaC: 5 azacytidine ) (figure 47a,b ; Annexe 1). Les
différentes balances hormonales testées ont été déja rapportées comme inducteur
« d’hermaphrodisme » chez le palmier dattier (DeMason et al, 1980; Masmoudi et al.,
2008) et chez le compagnon blanc (Janousek et al., 1996).

A travers ces expériences, nous avons recherché les conditions d’induction conduisant au
développement des organes sexuels stériles (pistillodes des fleurs males et staminodes des
fleurs femelles). De plus, nous avons étudié I'état de différenciation des organes stériles

apres leur développement in vitro.

A. Culture in vitro des fleurs males

L’évolution de la morphogenese des fleurs males in vitro a été observée. Aprés 8 semaines
de mise en culture dans les différentes conditions hormonale, nous avons comparé |'effet
des 2,4-D, de I'ANA et de la 5-azaC sur le développement in vitro des pistillodes et des

étamines.

L’effet de la balance hormonale
Nos résultats ont révélé que les milieux de culture enrichies en 2,4-D, en ANA et en 5-azaC
sont les plus favorables au développement atypique des pistillodes (figure 48). Dans
I’ensemble, 6 a 20 % des fleurs males testée ont manifesté un développement carpellaire
dans ces conditions. Ainsi, le taux de développement carpellaire reste faible dans
I'ensemble. Les autres conditions hormonales (IBA+BAP, IBA, BAP) n’ont pas induit de

développement anormal des fleurs.
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Figure 47 : Culturein vitro des fleurs male et femelle. a: jeunes boutons floraux mise en
culture sur milieux enrichis en 2,4-D et en charbon actif. b : jeunes boutons floraux mis en
culture sur milieux enrichi en ANA et en 5-azaC.
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Incidence du stade de développement

Nous avons étudié |'effet du stade de développement sur la réactivité des fleurs males dans
les différentes conditions.

Nos résultats ont montré que le développement des structures carpellaires est observé dans
20%, 16%, 7% et 0% pour les fleurs males portés des rachillae de taille 8, 9cm, 12 cm et
25cm respectivement en conditions de 2,4-D (figure 48). En condition d’ANA et de 5 azaC,
respectivement 7,5% et 6 % des fleurs portées par les épillets de 9 cm montrent une
croissance des pistillodes (figure 48). Ainsi la réactivité des fleurs males diminue avec
I'augmentation de la taille des rachillae, donc de stade de développement des fleurs.
Globalement, les rachillae méles de taille comprise entre 8 et 12 cm sont compatibles avec
une réversion vers des fleurs d’apparence « bisexuelle » alors qu’au-dela, les rachillae plus
jeunes (taille < 7 cm) ou plus agées (taille> 25 cm) n’ont révélés aucune aptitude
morphogénétique quelque soit la nature hormonale. Ainsi, les stades appropriés pour le

développement carpellaire des fleurs males sont les stades V et VI.

Fertilité des fleurs mdles

Le développement in vitro des pistillodes des fleurs males se traduit par une hypertrophie

des structures carpellaires qui étaient initialement a I’état vestigial (figure 49a-c).

Une étude histologique réalisée sur les fleurs males « bisexuelles » montre que les
pseudocarpelles des pistillodes sont constitués d’un tissu parenchymateux (figure 50a).
L'ovaire présente un développement incomplet (figure 50b). Malgré le stade de
différentiation avancé des pistillodes, I'ovule demeure immature. Les téguments et le sac

embryonnaire ne se sont pas encore développés.

L’hypertrophie des pistillodes des fleurs males s’accompagne d’une perturbation de la
maturation des étamines. Les filets et les antheres montrent un allongement anormal. Au-
dela du stade de maturité, les étamines persistent sur la fleur et les anthéres ne montrent

aucune entre-ouverture pariétale laissant échapper le pollen (figure 50c).
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Fleur

Femelle 25cm
Femelle 6 cm
Male 12 cm
Madle 9cm
Male 8 cm
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Figure 48 : Effet de la composition hormonale des milieux de culture sur I'évolution des
fleurs maéles et femelles en fleurs hermaphrodites en fonction de la taille des épillets.
Composition des milieux de culture (annexe 1).

Figure 49: Fleurs males cultivées en présence de 2,4-D (a), d’ANA (b) et de 5-azaC (c) et présentant
un développement carpellaire. Abréviation : C: carpelle, E : étamines, P :pétale. Barre : 500um
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Les observations histologiques des anthéres de la fleur male « bisexuelle » montre que les
sacs polliniques contiennent de nombreux grains de pollens malformés entourés d’une
couche tépale épaisse, ce qui pourrait expliquer I'absence de déhiscence des sacs polliniques

constatée chez ces fleurs males (figure 50c-d).

Autres types d’anomalies observées
Nous avons observé différents phénotypes annexes des fleurs males sur les milieux enrichis
en 2,4-D, en ANA et en 5-azaC:

- Dans les milieux de culture contenant du 2,4-D, on observe une hypertrophie des
bases des étamines (figure 51a), une double hypertrophie étamines-pistillodes (figure
51b) et la formation des pseudocarpelles soudés en 1, 2 ou 3 (figure 51c, d). Bien
gu’elles soient compactes et de grande taille, ces modifications du développement
floral s’observent a de faibles fréquences.

- Dans les milieux de culture contenant de I’ANA et du 2,4-D, on observe la formation
des racines qui prennent naissance a partir de I'épillet au point d’insertion de la fleur
male (figure 51e,d). L'aptitude a la rhizogénese des fleurs de palmier dattier reste
limitée. Verdeil (1993) a rapporté que les cals issues des cellules périvasculaires des

épillets de cocotier sont observées avec une forte potentialité rhizogéne.
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Figure 50 : Fertilité des organes males et femelles des fleurs males bisexuelles obtenues in vitro. a :
pistillodes ; b: ovule du pistillode; c: étamines; d: sac pollinique avec des pollens déformés,
collapsés. Barres : 30 um (d) ; 100 um (b) et 500um (a, c).
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Figure 51: Diverses perturbations du développement floral obtenu en condition in vitro. a:
épaississement de la base des étamines; b: épaississement des bases des étamines et
développement carpellaire ; c : carpelles soudés en 2 ; d : carpelles soudés en 3 ; e-d : forte activité
rhizogene des boutons floraux sur milieu de culture contenant du 2,4-D.
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B. Culture in vitro des fleurs femelles

Afin d’étudier I'effet des facteurs hormonaux sur le développement in vitro des staminodes
des fleurs femelles, nous avons testé différentes combinaisons hormonales notamment les
conditions auxine/cytokine décrites par Masmoudi et al. (2008) qui ont permis I'induction de

I’hermaphrodisme a partir de fleurs femelles.

Les jeunes fleurs femelles traitées aux différentes conditions hormonales ont montré une
faible réactivité. Les staminodes n’ont montré aucune modification morphologique. Elles
sont restées rudimentaires. La taille et la forme générale du carpelle sont similaires pour les
fleurs femelles traitées aux hormones (2,4-D, ANA et 5-azaC ; IBA, BAP) et les fleurs femelles
témoins. Aucune croissance morphologique n’a été observée chez les différents organes

floraux qui périssent par brunissement au bout des 8 semaines de mise en culture.

Conclusion

Le développement carpellaire in vitro des pistillodes des fleurs males dépend de la nature
et de la taille des fleurs et du type d’hormone utilisée. Les régulateurs de croissance de
nature auxinique (2,4-D, ANA) ou chimique (5-azaC) ont permis le développement des
pistillodes dans une « fenétre physiologique » qui serait comprise entre le stade bisexuel
(V) et le stade ou le sexe de la fleur male est parfaitement distinguable (VII). Cependant,
I'induction hormonale ne permet pas d’obtenir un développement complet et la fertilité
de l'organe sexuel stérile. Il résulte une structure florale non fonctionnelle. Ainsi, les
résultats obtenus montrent que les hormones de nature auxinique jouent un role
important dans les processus de développement floral conduisant a la distinction entre

organes sexuels stériles et fertiles.
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[l. Discussion

La diversité des phénotypes floraux variants obtenus in planta et in vitro montrent que la

morphogeneése florale du palmier dattier est relativement plastique.

Variation de la morphogénése florale in planta

Le phénotype variant «bisexuel» male associe un développement carpellaire, un
changement de I'ordre de symétrie et une transformation homéotique de verticille 3. Cela
suggere que les processus a l'origine de ces différents aspects de développement floraux
soient liés.

De plus, la distribution des fleurs « hermaphrodites » et des fleurs males le long du rachis
suggere |'existence d’un « gradient physiologique » intéragissant avec des facteurs liés au
sexe de la fleur. Le phénotype inflorescentiel anormal du palmier dattier rappelle le
phénotype inflorescentiel normal du cocotier pour lequel les fleurs femelles sont situées a la
base du rachis et les fleurs males sont localisées dans la région apicale (Verdeil, 1993). Chez
le concombre, le sexe de la fleur varie selon I’'dge de la feuille et les bourgeons axillaires de
jeunes feuilles évoluent en fleurs femelles (Rael Perl-Treves, 1999). Les mécanismes
contrdlant ce gradient sexuel sont peu étudiés chez les espéces dioiques. Rael et al.(1990)
suggerent que |'éthyléne et les auxines constitueraient les principaux inducteurs de ce
gradient de féminité des bourgeons floraux du concombre.

L'apparition du phénotype variant varie selon le sexe et que I'individu male présenterait une
sensibilité plus importante a la variation. De plus, certaines phoeniciculteurs du Maghreb ont
rapportés qu’en fin de vie, les individus males produissent de nombreux fruits

parthénocarpiques, ce qui suggere un effet « age » sur I'expression du phénotype variant.

Le développement des staminodes des fleurs femelles du palmier dattier en pseudocarpelles
observés in planta montre des similarités avec les phénotypes des mutants du
développement floral de classe B apetala3 et pistillata, d’Arabidopsis thaliana (Jack et al.,
1992) et deficiens et globosa d’Antirrhinum majus (Sommer et al., 1990), ainsi qu’avec le

phénotype « mantled » du palmier a huile (Adam et al, 2005). Ce dernier est caractérisé par
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une transformation homéotique de I'androcée stérile des fleurs femelles en carpelles
surnuméraires. Adam et al. (2007) ont montré que cette transformation homéotique du
verticille 3 de la fleur « mantled » du palmier a huile est associée a une dérégulation de
I’expression de plusieurs genes MADS box (EgDEF1 et EgGLO2, genes de fonction de type B
;EGAGL2-1 de type E et EgAG2 de type C et D). Une diminution de I'accumulation des
transcrits de ces geénes est observée dans les fleurs mantled. De plus, cette variation
somaclonale, de nature épigénétique est associée a une hypométhylation globale de I’ADN
génomique (Jaligot et al., 2000). Apres comparaison avec le phénotype « mantled », Cohen
et al. (2004) suggérent I'hypothése d’'un mécanisme de dérégulation de la méthylation du

génome associé a I'apparition des variants femelles du palmier dattier.

Variation de la morphogénése florale in vitro

Notre investigation de la plasticité florale in vitro a montré que les organes sexuels stériles
peuvent acquérir de nouvelles capacités morphogénétiques sous I'effet des régulateurs de
croissance. L'utilisation des hormones auxiniques (2,4-D, ANA) ou d’un agent chimique ayant
une action hypomeéthylante sur I’ADN, le 5-azaC, ont induit le développement des pistillodes.
Cependant, la différenciation incompléte des gamétophytes femelles des pistillodes montre
gue les hormones utilisées n’ont permis d’assurer la maturation de I'ovule.

En revanche, Masmoudi et al. (2008) ont rapporté I'obtention in vitro de fleurs
hermaphrodites a partir de fleurs femelles de palmier dattier. En effet, des étamines
matures ont pu étre régénérées a partir des staminodes des fleurs femelles en utilisant une
balance hormonale comprenant de I'IBA et de la BAP. Le développement des étamines est
optimal lorsque les bourgeons floraux sont prélevés aux stades d’initiation des verticilles
sexuels (staminodes et carpelles).

L'ensemble des expériences de développement floral suggere fortement que le déblocage
du développement des organes sexuels stériles (staminodes des fleurs femelles ou
pistillodes des fleurs males) reste réversible. Ces organes stériles peuvent étre réactivés sous
I'action de facteurs appropriés. De plus, cette réversibilité conforte I'idée que le bourgeon

floral du palmier dattier est potentiellement bisexuel jusqu’a un stade tarif.

108



De plus, la plasticité florale du palmier dattier observé in vitro conforte I’hypothese selon
laguelle les auxines et les cytokines joueraient un role important dans la régulation du
développement des organes sexuels. Les applications hormonales exogenes modifient la
balance hormonale endogéne, ce qui affecte la détermination du sexe. Ces observations
sont en accord avec les travaux de Lebel-Hardenack et al (1997) qui concluent que les génes
associés a I'expression du sexe de la fleur chez le mais sont impliqués dans les métabolismes
des hormones. C'est en effet le cas pour de nombreuses espéces végétales (Ainsworth,
2000). Cependant, mis a part quelques exceptions comme le mais et le melon (Acosta et al.,
2009 ; Boualem et al., 2008) les mécanismes d’action de ces hormones sur le programme de

détermination du sexe ne sont pas encore élucidés.
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Chapitre 4 : Caractérisation des processus cellulaires associés a la base de

'unisexualité

Nous avons établis dans les chapitres précédents que le sexe du palmier dattier peut étre
distingué dés la mise en place du verticille femelle au stade « bisexuel » V. Les premiers
signes du dimorphisme sexuel résulteraient d’une activité mitotique plus importante dans les

cellules du gynécée fertile par rapport & son équivalent non fonctionnel male.

Cette différence d’activité mitotique dans les primordia du gynécée se manifeste sous forme
d’un ralentissement de la prolifération cellulaire, ce qui conduit a lI'arrét du développement
des staminodes et des pistillodes. Les événements cellulaires et moléculaires associés au

blocage du développement de ces organes stériles demeurent inconnus.

Sur la base de nos résultats précédents et des données de la bibliographie et pour tenter
d’expliguer les causes du blocage de développement, nous avons étudiés I'hypothése d’une
dégénérescence cellulaire ou d'un arrét des divisions cellulaires dans les primordia des
organes sexuels stériles. D’apres les données disponibles chez les especes dioiques, la
dégénérescence nucléaire est rapportée comme étant le processus associé a l'unisexualisation
des fleurs méles chez le mais (Calderon-Urrea et Dellaporta 1999). Différentes études ont
montré que les cellules des bourgeons floraux ou végétatifs peuvent étre bloquées en phase
Gl ou G2 et que la proliféeration cellulaire est controlée par des molécules hautement
conservés incluant les histones et les cyclines (Cockcroft et al.,, 2000 ; Matsunaga et al.,
2006). Certains genes codant des histones sont spécifiquement exprimés au cours de la phase
S. Ainsi, ils peuvent étre utilisés comme marqueurs du cycle cellulaire, notamment dans la
transition G1-S (Krizek, 1999). Chez le palmier dattier, nous étudié l'intégrité cellulaire ainsi
gue les activités de divisions par I'expression du géne histone H4 dans les primordia des
organes sexuels stériles aux stades de blocage dans un premier temps.

D’autre part, il existe plusieurs processus associés a l'unisexualisation florale chez les especes
dioiques. Parmi, les processus épigénétiques sont rapportés comme impliqués dans l'arrét des
organes stériles males des fleurs femelles chez S. latifolia (Janousek et al., 2006). De plus, nos
résultats précédents sur le développement carpelfairiéro des pistillodes des fleurs males

ont montré que le blocage du développement des organes stériles peut étre reversé sous
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induction hormonales (2,4D) ou grace a un agent chimique hypométhylant (5-azaC). Ces
résultats suggérent que par des agents hypométhylants, la répression du blocage des organes
résiduels pourrait étre levée. Dans cette optique, nous avons recherché a évaluer I'état de la
méthylation de 'ADN globale dans les cellules des primordia des pieces résiduelles stériles

du palmier dattier par immunolocalisation.

Sur le plan expérimental, étant donné que les bourgeons floraux de palmier dattier

contiennent a la fois des organes fertiles et des organes stériles, les méthodes d’analyse
excluent tout dosage qui nécessiteraient un broyage de la fleur et donc le mélange des deux
types d’organes. De plus, nous n'avons pas pu réaliser des dissections étant donné la petite
taille des organes stériles (< a 1mm). Par conséquent, nous avons focalisé nos investigations
sur les analyses histo-cytologiques rendant possible la comparaison de I'état des cellules des

organes fertiles et stériles sur une méme coupe histologique.
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Absence de dégénérescence cellulaire dans les organes sexuels stériles

L’objectif de cette étude est de déterminer si I'arrét du développement des organes stériles

serait d0 a une dégénérescence cellulaire et nucléaire.

Une analyse de l'intégrité cellulaire a été réalisée par I'observation de I'état des structures
nucléaires et des organites, et I'étude de I'état de la chromatine au sein des noyaux des
cellules des organes sexuels. Pour cela, nous avons réalisé des colorations de I’ADN au DAPI
et des observations ultra-structurales des cellules des organes stériles par microscopie

électronique a transmission (MET).
Les travaux ont porté sur trois stades de développement de la fleur :

- le stade bisexuel V pour lequel les primordia des organes fertiles et stériles sont initiés.
C’est aussi le stade ou les premiers signes de dimorphisme sont visibles entre les deux
sexes

- les stades VI et VII correspondant au blocage du développement des staminodes et des

pistillodes respectivement

A. Etat des noyaux des cellules des organes fertiles et stériles

Nous avons examiné l'intégrité nucléaire des cellules des pistillodes des fleurs méles et celles
des staminodes des fleurs femelles sur des coupes histologiques colorées au DAPI a trois
stades différents de développement (V, VI et VII). Le DAPI est un intercalant fluorescent de
'ADN qui se fixe de fagon covalente sur les bases A et T. Il permet ainsi d’observer la
présence d’ADN dans les cellules.

Nos résultats ont montré la présence de noyaux intacts dans les cellules des staminodes
(figure 52a-c) et des pistillodes (figure 52d-f) au stade V (figure 52a,d), VI (figure 52b,e) et
VIl (figure 52c,f). Les cellules des staminodes et des pistilodes ne montrent aucune
dégradation des contenus nucléaires apres coloration au DAPI aux stades de blocage VI et VI

respectivement. Les noyaux sont similaires a ceux observés les cellules des organes fertiles.
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Figure 52 : Coloration de I'ADN au DAPI sur des coupes longitudinales des fleurs de palmier dattier

a trois stades de développement. Le DAPI s’observe par un signal fluorescent bleu. Les noyaux des
cellules des staminodes (a, b, c) et des pistillodes (d, e, f) montrent la présence d’ADN ou de noyaux
entiers au stade bisexuel V (a, d), au stade VI (b, e) et au stade VIl (c, f). Abréviations: C, carpelle; O,

ovule; Pi, pistillode; Std, staminodes; St : étamines. Barre =100 pum.

Figure 53 : Observation des noyaux colorés au DAPI sur des coupes longitudinales des organes
floraux du palmier dattier au stade VII. Les noyaux apparaissant en bleu montrent la conservation de
leur intégrité dans les cellules des organes fertiles, carpelle (a) et étamines (c), ou stériles, staminodes
(b) et pistillodes (d). Des chromocentres sont visibles principalement en périphérie des noyaux.

113



De plus, nos observations a fort grossissement ont révelé que dans les organes fertiles (figure
53a, b) et stériles (figure 53c, d) de la méme fleur au stade VI, les cellules se caractérisent par
de gros noyaux larges et majoritairement sphériques pour la majorité. De nombreux foyers
chromatiniens ou chromocentres marqués au DAPI sont observables dans tous les noyaux. Ils
correspondent a I'hétérochromatine condensée. Leur nombre ainsi que leur intensité de
coloration ne sont pas différents entre les cellules des organes stériles et fertiles. Néanmoins,
une certaine localisation plus périphérique des chromocentres des cellules des organes stériles
est observable sans toutefois étre significativement différente. Cette localisation périphérique
des chromocentres semble correspondre a une indication de différenciation cellulaire, cela
conforte la thése de différenciation cellulaire précoce observée lors de l'arrét des organes

stériles (voir chapitre 2).

B. Intégrité des organites intracellulaires des cellules des organes fertiles et
stériles

Une fois établi que les noyaux des cellules des organes bloqués présentaient une intégrité
normale, nous avons poursuivi les investigations par I'étude de l'état des organites
intracellulaires pour confirmer l'intégrité ses structures nucléaires. Pour ce faire, nous avons
procédé a des observations au microscope électronique a transmission (MET) des fleurs males
et femelles aux premiers stades de blocage de développement des organes sexuels stériles (VI
et VII).

Les figures 54 et 55 montrent I'état ultrastructural des cellules des fleurs femelles (figure 54)

et males (figure 55) aux stades VI et VII.

Nos observations montrent que, globalement, la forme et I'aspect des cellules sont similaires
entre les organes sexuels fertiles (54a-b ; 55a-b) et stériles (54c-d ; 55¢-d) quel que soit le
stade de développement et le sexe. Les cellules des organes considérés sont larges et
possedent de gros noyaux sphériques en position centrale. Les organites (mitochondries,
réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, plastes, vacuoles, noyaux etc...) sont
parfaitement visibles et intégres sans aucune malformation visible (figure 56). Aucune
différence spécifique du sexe n'est observable entre les cellules des organes des fleurs males

(figure 55) et femelles (figure 54).
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Figure 54: Ultrastructure des cellules de la fleur femelle au stade VI (F1, a, ¢ ) et au stade VII
(F2,b,d). Les coupes longitudinales F1 et F2 correspondent aux coupes semi-fines. Les
cellules fertiles (a,b) et stériles (c,d) montrent une parfaite intégrité de leurs organites
intracellulaires. Aucune structure particuliere de la chromatine des cellules stériles pouvant
étre relié au blocage n’est observée (c,d). Des corps protéiques (CP) tres denses aux électrons
associés au nucléoles sont observables principalement dans les noyaux des cellules fertiles
(a,b). Echelles : 50pum (F1) ; 100um(F2) ; X3600(d) ; X4800 (c).
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Figure 55: Ultrastructure des cellules de la fleur male au stade VI (M1, e,g) et au stade VII
(M2,f,h). Les coupes longitudinales M1 et M2 correspondent aux coupes semi-fines. Les
cellules fertiles (e,f) et stériles (g,h) montrent une parfaite intégrité de leurs organites
intracellulaires. Aucune structure particuliere de la chromatine des cellules stériles pouvant
étre relié au blocage n’est observée (g,h). Des corps protéiques (CP) trés denses aux €électrons
associés au nucléoles et des vacuoles nucléolaires (VN) sont observables principalement dans
les noyaux des cellules fertiles (e,f). échelle: 50um (M1); 100um(M2); X4800 (g);
X7200(e,h) ; X10000(f).
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Figure 56 : Organites intracellulaires des cellules des organes sexuels stériles. A : détall
ultrastructurale d’'une cellule. B : Détail d'un appareil de Golgi. C : Détail des ribosomes et de
la lamelle moyenne. On observe la présence des organites présentant des morphologies
normales. Abréviations : V : vacuole ; R : ribosomes ; RE : réticulum endoplasmique ; M:
mitochondrie ; AG : appareil de golgi; P : amyloplastes. Echelle : A (X29000) ; B(48000) ;

C (X29000).
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La structure de la chromatine nucléaire, peu condensée, est tres similaire qu’il s’agisse des
noyaux des cellules des organes sexuels stériles (figure 54c,d et 55c,d) ou fertiles (figure
54a,b et 55a,b). Il est a noter que les noyaux des cellules des organes stériles (figure 54c,d et
55c,d) ne présentent aucune condensation particuliere de la chromatine pouvant étre associé a

un blocage du développement.

Le nucléole présente une organisation particuliéere dans les cellules des organes fertiles
(figures 54a,b et 55a,b). Il apparait comme une structure composée d'un centre fibrillaire
surmonté d'une couche périphérique granulaire. Des structures tres denses (ou corps
nucléolaires) associées au nucléole sont observables. Ces structures sont également localisées
a proximité immédiate de l'enveloppe nucléaire. Elles émergent a partir de la couche
granulaire du nucléole. Cela suggeére que ces SnRNP sont originaires du nucléole. Ces
structures pourraient correspondre a des ribonucléoprotéines nucléaire (SNRNP : Small
nuclear Ribonucleoproteins). La présence de SnRNP est plus importante dans les cellules des
organes sexuels fertiles des fleurs males et femelles mais elle est également observée dans les
organes stériles. De plus, les noyaux des organes sexuels fertiles des fleurs males présentent
des vacuoles nucléolaires (figure 55 a,b). Ces vacuoles renferment ou non des composes

granulaires. Ces composés granulaires semblent étre des SnRNP.

La vacuolisation cellulaire augmente entre le stade VI (figure 54a,c et 55a,c) et le stade VII
(figure 54b,d et 55b,d). De plus, les cellules des organes sexuels stériles, staminodes (figure
54c,d) ou pistillodes (figure 55c,d) présentent plus de vacuoles que leurs organes sexuels
fertiles de la méme fleur, carpelles (figure 54a,b) ou étamines (figure 55a,b). La présence de
cette vacuolisation est associée a une élongation et une différenciation précoces des cellules

des organes stériles.

Conclusions

Les cellules des staminodes et des pistillodes par comparaison avec les cellules fertiles ne
montrent aucunedégradation des contenus nucléairesaprés coloration au DAPI et
observations au MET. Ces résultats révelent que l'intégrité nucléaire des cellules des organes
sexuels stériles est conservée. Les observations suggerdohationnement cellulaire

normal. Toutes les cellules sont transcriptionnellement actives. De plus, la présence

abondante des SnRNP ainsi que des vacuoles nucléolaires suggérent l'existence d'une intense
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activité de transcription chez les organes fertiles que dans les cellules des organes stériles. De
I'ensemble de ces résultats, nous déduisons que I'arrét du développement des organes sexuels
stériles aux stades VI et VIl ne serait donc pas di a un processus de dégénérescence cellulaire.
L’aspect ultrastructural des cellules des organes stériles suggérent une légere réduction de leur

activité de transcription.

Il. L’arrét des divisions cellulaires dans les organes sexuels stériles

Nous avons observé gu'’il n'y a pas de dégénérescence cellulaire dans les organes stériles. Un
arrét des divisions cellulaires pourrait-il étre responsable du blocage de leur blocage de

développement ?

Ainsi, pour étudier l'activité mitotique des cellules dans les différents tissus floraux, des
travaux d’hybridationin situ ont été réalisés pour trois stades différents de développement

floral (stades V, VI et VII) afin de détecter les transcrits d’'un géne codant une histone H4.

Comme précédemment mentionné, l'intérét de travailler sur des coupes longitudinales des
fleurs de palmier dattier est que chague coupe comporte les deux organes sexuels fertiles et
stériles. La présence et I'absence du signal correspondant au marqueur de division peuvent

ainsi étre observées sur une méme coupe.

A. Arrét des divisions dans les primordia des staminodes de la fleur femelle

Au stade bisexuel (V), I'accumulation des transcrits du gddea été détecté dans les
primordia des staminodes et des carpelles de la fleur femelle (figure 57a). Aux stades
correspondant a la différentiation sexuelle (VI, VII), les transcrits du lgdnee sont détectés

que dans les cellules du carpelle fertile en croissance et plus tard dans les cellules des
primordia de I'ovule (figure 57b,c). Cependant, aucun signal significatif correspondant aux
transcrits de géend4 n’a été détecté dans les primordia de staminodes des fleurs femelles au
stade VI et VII (figure 57b,c).
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B. Arrét des divisions dans les primordia des pistillodes de la fleur male

Dans la fleur male, les transcrits d’histodé sont détectables dans tous les primordia des
organes sexuels au stade « bisexuel » V (figure 57d). lls sont également observables dans
cellules sporogenes des anthéres au stade VI (figure 57¢e) et dans le méristéme ovulaire de
pistilodes au stade VII (figure 57f). La présence de divisions cellulaires dans les pistillodes
au stade VII est vraisemblablement limitée a [linitiation des ovules. Aucun signal
correspondant aux transcrits du gété n'a été détecté dans les cellules de pistillodes au
stade VI au moment ou les étamines de la fleur méale sont en cours de différenciation pour
générer les anthéres et le filament. De plus, les pistillodes sont dépourvues d’activité de
division pour les stades de développement tardifs VIII et IX.

Conclusion

Les travaux d’hybridationn situ permettant de visualiser I'expression du géene codant une
histone H4 ont montré I'absence d’accumulation de ces transcrits dans les cellules des
staminodes et des pistillodes aux stades correspondant au blocage VI et VII respectivement.
Nos résultats suggerent que le blocage du développement des staminodes et des pistillodes,
donc l'unisexualité des organes floraux qui en découle, est di a un arrét des divisions

cellulaires.
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Figure 57 : Analyse par hybridatioin situ de I'expression du génd4 dans des coupes
longitudinales des fleurs de palmier dattier a trois stades de développement (V, VI et VII). Les
cellules qui montrent une accumulation des transcrits d’histone H4 sont colorées en pourpre.
Chez la fleur femelle, les transcrits d’histone H4 sont observés dans tous les primordia
d’'organes au stade bisexuel V (a) et dans les ovules carpellaires aux stades VI et VIl (b, c)
alors que aucune accumulation de transcrits d’histone H4 n’est visible dans les staminodes
aux stades VI et VIl (b, c). Chez la fleur méale, I'expression du gene histone H4 est
uniguement détectable dans les primordia de tous les organes (d), dans les étamines (e, f) et
dans l'ovule (f). Aucun signal de H4 n’est visible dans les pistillodes au stade VI (e).
Abréviations: C, carpelle; O, ovule; Pe, pétale; Pi, pistillode; Std : staminodes; St, stamens ou
étamines; S, sépale. Barre : 200 um.
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[I. Roéle de la méthylation dans I'unisexualité florale

D’aprés les résultats précédents, nous avons établi I'absence de dégradation cellulaires et
d’altération des organites intracellulaires dans les cellules des organes sexuels stériles.
L’intégrité conservée des cellules semblent écarter I'hypothese d'un processus de
dégénérescence cellulaire a la base du blocage d’élongation des organes stériles des fleurs du
palmier dattier. De plus, nos travaux d’hybridation in situ avec le marqueur de division H4 ont
montré que ce blocage de développement est associé a un arrét de divisions des cellules des
organes stériles. Nous avons poursuivi la recherche des causes de blocage en nous focalisant
sur la méthylation d’ADN. Pourquoi cette hypothése ? En effet, la méthylation est un élément
clé des mécanismes de répression de la transcription des génes. De plus, il a été montré
I'existence d’une corrélation entre la méthylation globale d’ADN et le blocage des organes

sexuels stériles chez le S. latifolia.

Afin de rechercher l'implication de la méthylation globale de I'ADN dans l'arrét du
développement des organes sexuels stériles, nous avons procédé a I'analyse par immuno-
localisation des cytosines méthylées de I'ADN des organes floraux a plusieurs stades de
développement. Les trois stades de développement de la fleur choisis sont :
- le stade VI correspondant a I'arrét des divisions cellulaires dans les organes stériles
(staminodes et pistillodes)
- le stade V qui correspond I'apparition du premier dimorphisme sexuel
- le stade IV pour observer I'état de méthylation d’ADN des primordia avant
I’émergence du dimorphisme sexuel
Pour chacun des stades, nous avons évalué l'état de la méthylation globale des organes

sexuels fertiles et stériles.

Les patterns de méthylation de I'’ADN des organes stériles et fertiles de fleurs de palmier ont
été analysés en utilisant un anticorps monoclonal dirigé contre la 5 méthylcytidine et visualisé
au moyen d’'un fluorochrome, I'Alexa 488.

Nous avons réalisés des contrdles afin de nous assurer de I'absence de fixation aspécifique
des anticorps utilisés. De plus, pour contréler I'accessibilité et la fixation des anticorps a
'ADN ou de la présence de la fluorescence 5 methylcytidine dans les noyaux, une
colocalisation du signal de I'Alexa 488 avec celui des marqueurs spécifiques du noyau
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(DAPI) a ete réalisée par analyse d'image, et déconvolution spectrale, grace au ll&jitiel
Image BrowserCette analyse d’'image permet de visualiser les deux fluorochromes (Alexa

488 et DAPI) sur les mémes noyaux des coupes de fleurs.

Nos observations montrent que le signal fluorescent est présent dans la plupart des noyaux des
cellules des organes fertiles ou stériles des fleurs males et femelles (Figure 58). Cependant, le
pattern de marquage est différent entre les organes fertiles et stériles de la fleur (figure 58). En
effet, les noyaux des cellules des organes fertiles présentent un signal de méthylation de
I’ADN plus faible que les noyaux des cellules des organes stériles (figure 58). Pour la fleur
femelle (figure 58a-c ; figure 59A-B), les primordia des staminodes sont plus méthylés que les
primordia des carpelles. De méme, les noyaux des pistillodes de la fleur male montrent un
marquage fluorescent plus important que celui observé dans les étamines (figure 58d-f ; figure
59C-D). Il est important a noter que la différence de pattern de méthylation de '’ADN est
observable des le stade IV, avant 'émergence des premiers dimorphismes sexuels de la fleur
(figure 58a, d ; figure 58 A, C).

Les différences de méthylation de 'ADN des noyaux des cellules des organes sexuels de la
fleur de palmier dattier ont été confirmées par une analyse statistique (figure 59). D'apres le
Test-T au seuil de 5%, la moyenne de lintensité de la fluorescence des noyaux est
significativement plus important dans les primordia des organes stériles par rapport aux

organes fertiles pour les stades IV (figure 59 A, C) et V (figure 59B, D).
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stade IV stade V stade VI

Femelle

Male

Figure 58: Pattern de méthylation de 'ADN des méristemes floraux du palmier dattier a différents
stades de développement. Le signal bleu indique la présence des noyaux et le signal vert correspond
a la méthylation de I’ADN. a-c: organes floraux femelles au stade IV (a), V (b) et VI (c). d-f:
bourgeons floraux males au stade IV (d), V (e) et VI (f). Barre: 20um (b,e), 50um (a,c,d,f).
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Figure 59: Quantification du marquage de méthylation des résidus de cytosine de I'DN génomique au
niveau des primordia des organes sexuels fertiles (carpelles et étamines) et stériles (staminodes et
pistillodes) des fleurs femelles (A-B) et males (C-D) a deux stades de développement IV (A-C) et V (B-
D). Pour chaque stade et pour chaque sexe, cing fleurs différentes sont utilisés pour cette étude.Pour
I’évaluation de la méthylation, une trentaine de noyaux pour chaque primordium de chaque organe
et chaque stade ont été analysés. Les valeurs présentées correspondent a la moyenne de la
fluorescence des noyaux des primordia des organes fertiles et stériles. D’apres le Test-T au seuil de
5%, les noyaux sont significativement plus méthylés dans les primordia des organes stériles
(pistillodes ou staminodes) que fertiles (étamines ou carpelles) pour les stades IV (p=0,033 pour les

fleurs femelles ; p=0,046 pour les fleurs males) et V (p=0,037 pour les fleurs femelles ; p=0,040 pour

les fleurs males).
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Conclusion

Nos résultats révélent que l'arrét du développement des organes sexuels stériles est associé a
une augmentation du signal de méthylation globale de 'ADN au niveau des résidus de
cytosine. Cette hyperméthylation globale constatée précocement dans les piéces résiduelles
stériles pourrait expliquer la diminution de l'activité mitotique observée dans les primordia

des gynécées des fleurs males au stade V

IV.  Synthése

L’ensemble des ces résultats nous permet de proposer I'hypothése d’'une unisexualité florale
chez le palmier dattier qui serait dépendant de la combinaison de trois processus (figure 60) :
un processus d’hyperméthylation globale d’ADN qui interviendrait avant 'émergence du
dimorphisme sexuel, suivi d'un arrét de I'activité mitotique des cellules des organes sexuels
stériles. Les cellules des organes sexuels stériles ne présentent aucune dégradation nucléaire
durant les stades avancés de développent de la fleur. Les principaux résultats de cette étude de

'unisexualité des fleurs du palmier dattier ont été valorisés par une publication (Annexe 2).
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V. Discussion

Absence de dégénérescence cellulaire dans les organes stériles

Les observations ultra-structurales des organes sexuels stériles au stade post-bisexuel (VI) ont
montré I'existence d’'une conservation de lintégrité cellulaire et nucléaire. L'absence de
dégenérescence cellulaires dans les organes stériles des fleurs de palmier dattier est différent
du mécanisme d’apoptose caractérisant I'avortement des pistillodes des fleurs méales du mais
(Calderon —Urrrea and Dellaporta, 1999). D’autres études du développement floral conduite
chez le concombre ont révélé que I'arrét du développement des staminodes des fleurs femelles
serait associé a une dégradation partielle de I'ADN observée par effet TUNEL et une
condensation de la chromatine observé au MET (Hao et al., 2003). En revanche, les cellules
des organes sexuels stériles des fleurs de palmier dattier se singularisent au niveau nucléaire
par I'absence de condensation particuliere de la chromatine. Donc, les processus régulant

'unisexualité chez le concombre, le mais et le palmier dattier sont différents.

A I'échelle infra-structurale, des vacuoles nucléolaire et I'émission des corps protéiques
associés au nucléole sont observées plus frequentes chez les organes sexuels fertiles que ceux
stériles. Deltour et De Barsy (1985) avait décrit que ce type d’organisation nucléolaire
contribuerait a l'activité de la transcription et pourrait permettre a I'enrichissement du
cytoplasme en ribosome. L'ensemble des données ultra-structurales suggere I'existence d’'une
faible activité de transcription dans les organes sexuels stériles. L'état structural de ces
derniers n’exprime aucune caractéristique de quiescence cellulaire, en revanche, témoigne
d’'un fonctionnement cellulaire normal et pourrait étre considéré comme préparatoire a une

différenciation.
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Le blocage du développement des organes sexuels stériles est associé a un arrét des

divisions cellulaires

Les présents travaux constituent la premiére étude cytologique détaillée du développement
reproducteur du palmier dattier avec une attention particuliere accordée a l'expression des
genes du cycle cellulaire afin de déterminer leur réle dans la transition du bourgeon floral
"bisexuel" vers une fleur unisexuée. Nos résultats suggerent que l'avortement des organes
sexuels stériles résulte d'un arrét des divisions cellulaires plutét qu’un processus de mort
cellulaire. L’arrét du cycle cellulaire se traduit par I'arrét de I'expression d’'un géne codant
I'histone H4 dans les pieces résiduelles. Cela est corrélé par un arrét de la croissance des
organes sexuels stériles. Ce méme processus semble étre associé au blocage de
développement des organes résiduels chez d’autres espéces dioiques. Par exempkg, chez le
latifolia, 'avortement des pieces résiduelles inappropriées résulte d'une réduction de l'activité
de divisions cellulaires comme le montrent les profils d'expression des genes d’histone H4
(SIH4) et de cycline A1SICycAl) (Matsunaga et al., 2004 ). Chez le mais, le blocage du
développement des staminodes de la fleur femelle résulterait d’'un arrét des divisions qui est
confirmé par I'absence de I'expression du géne de cycline B alors que l'unisexualité de la
fleur male serait liee a l'avortement précoce des primordia de carpelles par apoptose,
processus contrdlé par I'action des geNASSELSEED et 2 (Calderon-Urrea et al., 1999 ;

Kim et al., 2007).

Un pattern différent de méthylation de 'ADN précede I'émergence du dimorphisme

sexuel de la fleur

La méthylation de 'ADN constitue un mécanisme épigénétique qui joue un réle important
dans le développement de la plante et notamment durant la transition florale ainsi que le
développement des organes floraux (Charlesworth et al, 1999). Plus précisément, la
méthylation de 'ADN est admise comme un mécanisme répresseur de la transcription des
genes non requis pour le stade de développement ou différenciation donné (Kass et al, 1997).
Dans nos investigations de la dynamique chromatinienne, nous avons pu constater que, a
linverse des organes sexuels fertiles, les organes sexuels stériles males et femelles se

distinguent par leur niveau élevé de méthylation globale de 'ADN depuis le stade preé-
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bisexuel (IV) jusqu’ au stade post-bisexuel (VI). La baisse d’activité mitotique dans les
primordia du gynécée des fleurs méles de palmier dattier observée au stade V pourrait résulter
de leur hyperméthylation globale constatée plus précocement (stade IV). Ces observations
sont a rapprocher des travaux de Janousek et al.(1996) dans lesquels il a été montré que la
suppression des organes femelles (pistillodes) des fleurs males serait fortement corrélé a une

hyperméthylation de I'’ADN.

L’hypothése d’'un mécanisme de blocage associé a une méthylation étant privilégié pour

expliquer l'arrét de développement des organes sexuels stériles chez le palmier dattier, il

serait intéressant de poursuivre les investigations et de rechercher les genes qui se sont
montrés sensibles aux variations de méthylation génomique globale chez Arabidopsis, par

exemple AGAMOUS ocBUPERMANJacobsen et Meyerowitz, 1997 ; Finnegan et al.,1996).
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Conclusions générales et perspectives

Afin de promouvoir I'hétérosisia I'allogamie et obtenir une meilleure utilisation de leurs
ressources, les plantes a fleurs ont développé différents mécanismes de détermination du sexe.
L’étude et la compréhension des processus a la base de l'unisexualité des fleurs permet a
terme de développer des marqueurs du sexe pouvant étre exploités dans les programmes
d’amélioration génétique des especes d’intérét agronomique (e.g. vigne, palmier huile et
palmier dattier) afin de mieux maitriser la gestion de la production. Dans ce contexte, les
travaux présentés dans ce mémoire contribuent a la compréhension des mécanismes regulant
la floraison chez le palmier dattier, avec un accent particulier sur [linitiation du
développement inflorescentiel et les processus associés a la différenciation sexuelle des

organes floraux.

En combinant différentes approches histo-cytologiques et immunologiques, nous avons pu
caractériser les événements cellulaires associés a la mise en place du dimorphisme floral chez
le palmier dattier. Nos résultats ont montré que l'unisexualité de la fleur se caractérise par
trois éléments-clé a savoir I'arrét des divisions cellulaires, 'absence de dégradation de 'ADN
nucléaire et I'hnyperméthylation de 'ADN des organes sexuels stériles. Nos résultats ouvrent
de réelles pistes d’investigation des mécanismes gouvernant I'unisexualité florale du palmier

dattier en particulier et des palmiers et plantes a fleur en général.

Induction florale chez le palmier dattier

Dans un premier temps, nos résultats ont permis de proposer I'hypothése d’un développement
reproducteur du palmier dattier en deux temps : une longue phase d’initiation du bourgeon
inflorescentiel dépendante des facteurs endogénes de nature génétiqgue, hormonale, et
trophiques, et une phase de développement de linflorescence qui est principalement
contrblée par des facteurs exogenes (baisse de température). Les différents comportements
vis-a-vis de la floraison (précoce ou tardive) observés entre les génotypes dans les mémes
conditions climatiques résulteraient d’'une différence d’'aptitude a répondre aux signaux
exogenes par le déclenchement du développement inflorescentiel. Dans cette perspective, les
connaissances acquises sur les gétté¥C impliqués dans la précocité de floraison chez
'espece model@rabidopsisthaliana (Balasubramanian et al., 2006) et chez certaines plantes

tropicales comme le mil (Saidou et al., 20009) pourrait étre exploités pour la recherche des
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genes de précocité de floraison chez le palmier dattier. En effet, la date de I'induction florale
est un facteur déterminant pour la production des dattes au Sahel, non seulement pour son
avantage économique mais pour ne pas perdre la récolte a cause du chevauchement de la
maturation des dattes et la saison des pluies. D’autre part, la caractérisation de la compétence
a I'induction florale pourra étre poursuivie en comparant par exemple I'identité moléculaire
des bourgeons indéterminés et celle des bourgeons inflorescentiels par la recherche
d’orthologues de génes potentiellement associés au processus d’engagement dans la floraison
chez d’autres especes (eEgSQUAL de palmier a huile) (Adam et al, 2007). Une meilleure
compréhension des mécanismes génétiques responsables de linitiation florale permettrait de
disposer a terme de variétés plus adaptées aux évolutions des conditions pédoclimatiques et
contribuerait a la compréhension de la phénologie globale du palmier dattier.

Réle des hormones dans l'unisexualisation des fleurs du palmier dattier

L'unisexualité des fleurs du palmier dattier résulte d'une différence d’activité mitotique
florale entre les organes fertiles et stériles depuis le stade bisexuel. Le premier dimorphisme
sexuel de la fleur serait d0 & une activité de division plus importante dans le gynécée femelle
gue son homologue de la fleur male. Une meilleure compréhension des mécanismes régulant
la prolifération cellulaire du méristeme floral permettrait d’identifier les genes a la base de
l'unisexualité florale. Une piste intéressante a investiguer sera le rdle des hormones,
notamment les auxines, dans l'unisexualisation des fleurs de palmier dattier. En effet, le role
des auxines dans les activités de division cellulaire sont bien connues (Vanneste et al., 2005).
La présence d'un gradient de répartition des fleurs méles normales et des fleurs males
« bisexuelles » le long de l'axe d’inflorescence male variantplanta d’une part et la
possibilité d’obtenir un développementvitro des organes stériles sous I'effet des auxines et
des cytokines d’autre part, sont compatibles avec I'hypothése selon laquelle ces hormones
seraient impliquées dans la différentiation de la fleur chez le palmier dattier. Chez les especes
modeles comm@rabidopsis il a été montré que les auxines sont nécessaires a la formation
de la fleur (Cheng et al., 2007). Les phénotypes des mutants de€ddnNgqui code pour

un ARF ou auxin response factor) YWCCA (impliqué dans la biosynthése des auxines)
montrent une perturbation importante de la forme et du nombre d’organes par verticille, ce qui
suggere que les génES TIN et YUCCAoueraient un réle important dans la prolifération

cellulaire du meéristéme floral ainsi que dans la mise en place de la symétrie(iraig et
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al., 2006, Cheng et al., 2007). Lebel-Hardenack and Grant (1997) ont également rapporté que
la transition du bourgeon bisexuel vers une fleur unisexuée est influencé par les hormones. De
plus, I'acide jasmonique (JA) et I'éthyléne ont été décrits comme des acteurs principaux de la
détermination du sexe chez le mais et le melon respectivement (Acosta et al., 2009 ; Boualem
et al., 2008). Ainsi, il sera intéressant d’étudier le réle des hormones dans la régulation de
'unisexualisation florale chez le palmier dattier. Trois pistes d’investigation pourraient étre
considérées : (1) le dosage global des hormones endogenes (auxines, cytokinines et
gibbérellines) dans des inflorescences a différents stades clés de développement pourront étre
envisagés dans un premier temps ; (2) la recherche dans les fleurs méles et femelles de
I'expression des génes impliqués dans les étapes-clé des voies de biosynthése des auxines et
des cytokines ; (3) une étude des transporteurs d’auxine (PIN) par immunodétection dans les

primordia des organes sexuels males et femelles aux stades-clé de la différenciation florale.

Régulation génétique de 'unisexualisation des fleurs

L’arrét du développement des organes stériles de la fleur du palmier dattier est associé a une
différenciation cellulaire partielle. Les staminodes demeurent rudimentaires alors que les
pistillodes présentent un développement ovulaire incomplet. Les phénotypes des pistillodes
des fleurs méales du palmier dattier sont a rapprocher de ceux des flambidbpsis
thaliana lorsque certains génes MADS box impliqués dans l'identité ovulaire sont mutés.
C’est le cas des genA&AMOUS AG), des geneSEEDSTICKSTK), SHATTERPROOF 1,

2 (SHP1, 2), et des géndBINER NO OUTER(INO) et AINTEGUMENTA(ANT) qui
s’expriment dans l'ovule de la fleur Afabidopsis(Colombo et al., 2008). L'absence d’'un
ovule mature dans les organes stériles des fleurs du palmier dattier pourrait s’expliquer par
une dérégulation des génes gouvernant l'identité ovulaire dans ce type d’organe. A ce titre, la
recherche et l'identification chez le palmier dattier de génes homologues aux génes de
I'identité ovulaire dArabidopsis serait une étape importante vers la compréhension de la
régulation moléculaire de la difféerenciation des organes sexuels. De plus, I'étude de la
détermination du sexe chez le mais a montré I'implication de plusieurs genes identifiés a
travers un phénotype mutaiatsselseed , tels QURASSELSEED 1 6iASSELSEED 2, codant

une lipoxygenase de la voie de biosynthése de l'acide jasmonique et une alcool
deshydrogénase respectivement (Acosta et al., 2009). Par ailleurs, [EARBELSEED 4

code un microARNiR172) impliqué dans le contrdle de la détermination du sexe du mais

et le devenir du méristeme inflorescentiel par la régulation de I'expression du gene
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TASSELSEED 6/INDETERMINATE SPIKELETIA,homologuel’APETALA 2 (APJZrhuck
et al., 2007)Etant donné qu’un draft du génome de palmier dattier est désormais disponible,
il offre la possibilité de rechercher des orthologues des gEASSELSEEDL, 2 et puis
d’étudier leur éventuelle implication dans la différenciation des organes sexuels du palmier

dattier.

Roéle de la méthylation dans la détermination du sexe

Nous avons montré dans cette étude que l'unisexualité des fleurs du palmier dattier est
associée a une hyperméthylation de 'ADN des primordia des organes stériles avant la
différenciation sexuelle de la fleur. Ces résultats ont permis de mettre en lumiére que des
facteurs épigénétiques pourraient étre impliqués dans le contrdle du développement de la
fleur. L'implication de la méthylation dans la régulation du sexe a été rapportée chez trés peu
d’espece a fleurs unisexuées. Cl&zlatifolia, I'unisexualisation de la fleur méale résulte
d'une hyperméthylation des organes stériles femelles (Janousek et al., 2006). A une échelle
différente, au niveau du géne, il a été montré tres récemment que la formation d’'une fleur
femelle résulterait d’'une méthylation du locus gouvernant la gynoécie chez le melon (Martin
et al., 2009). Les résultats sur les difféerences de méthylation globale constatées chez le
palmier dattier pourraient étre complétés par I'analyse de la méthylation des génes qui seront
identifiés comme candidats pour la détermination du sexe chez cette espéce.

L’ensemble des résultats présentés ici, ainsi que les données disponibles dans la littérature,
soulignent le fait que les processus cellulaires gouvernant 'unisexualisation des fleurs soient
différents d’'une espéce a une autre. L'unisexualité florale peut étre mise en place a travers
différents processus, tels que : I'apoptose (mais, (Dellaporta et al., 1999) ; la dégradation
partielle de 'ADN (concombre, Hao et al., 2003) ; l'arrét des divisions cellulaires (silene
(Masunaga et al. 2004), palmier dattier (présent travaux)) ; I'action d’'une hormone (melon) ;
ou bien d’autres. Ainsi, la détermination du sexe des plantes est un processus trés complexe et
chaque espece constitue un modele en soi pour les mécanismes d’unisexualisation florale.

Les processus cellulaires a la base de l'unisexualité des fleurs du palmier dattier sont
désormais mieux connus, et donc la recherche des génes exprimés différentiellement entre les
fleurs méles et femelles aux stades-clé de la différenciation sexuelle s’en trouvera facilitée. Il
conviendrait de se focaliser sur les génes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire et

dans la biosynthése des hormones.
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La comparaison des processus cellulaires a la base de l'unisexualité des fleurs des autres
palmiers de la famille des Arecaceae pourra étre également envisagée, en s’appuyant sur les
données déja obtenues sur le palmier dattier comme point de référence. Une telle approche
évo-devo, permettrait de comprendre si dei®s communes de régulation ont été sollicitées

au cours de I'évolution pour I'établissement de la monoécie ou la dioécie au sein de cette

famille.

Les connaissances acquises sur le développement reproducteur du palmier dattier ouvrent de
réelles perspectives pour la recherche et l'identification des marqueurs moléculaires de la
différenciation et la détermination du sexe chez le palmier dattier. L’'obtention des marqueurs
du sexe sera un grand atout pour I'ensemble des programmes de sélection de variétés de
palmier dattier résistantes aux stress abiotiques et biotiques dans un contexte de changements

climatiques.
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ANNEXE 1

Différentes conditions hormonales pour les essais de réversion in vitro de sexe de la fleur.

Type de milieu Composition hormonale Référence bibliographique
0 mg/l de 2,4-D
MOCA + 3g/l charbon actif
M 30CA 30 me/l de z’thti: 3¢/l charbon Demasson et al., 1980
M 10AZA 10 uM de 5- azacytidine Siroky et al., 1998
M IBA- BAP 1 mgfl 1BA Masmoudi et al, 2008
+ 1 mg/l BAP
IBA 1 mg/l
BAP 1 mg/l
M ANA 54 uM Badara et al, 2007
M0 Sans hormone
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