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Introduction

Introduction

Durant des siecles et méme des millénaires, I’homme a utilisé les plantes médicinales dans
le traitement des maladies ou pour le soulagement des douleurs. En effet, il existe environ
500000 especes de plantes sur terre, dont 80 000 possédent des propriétés médicinales. (Ezziat,
2015). Selon I'OMS (2002), prés de 80% des populations des pays de la région d’Afrique ont
recours a la médecine traditionnelle.

Boswellia sacra, appartenant au genre Boswellia (famille : Burseraceae), est une source
naturelle de résine parfumée connue sous le nom d’encens ( ¢.ll), qui a une importance
économique, médicinale et religieuse importante depuis I'ancienne civilisation yémeénite.
Puisque Boswellia contient ces propriétés bénéfiques, et pour protéger cette arbre de
I’extinction, nous avons recours a la méthode in vitro.

De trés nombreux ouvrages ont traité de la culture in vitro au cours de la deuxiéme moitié
de ce siecle décrivant toutes les méthodes déployees aussi bien dans le domaine animal que
végétal. C’est une méthode de culture des plantes en condition aseptiques en utilisant des
milieux de culture assez complexes (hormones, sucres, vitamines, acides aminés, Augé et al.
,1989 ; Margara, 1949). Le principe de la culture in-vitro est de cultiver une plante en milieu
nutritif. Ce milieu étant également favorable au développement des microorganismes qui est
plus rapide que celui de la plante il convient de cultiver en conditions aseptiques c'est-a-dire en
absence de tout microorganisme. L’asepsie est donc le probléme majeur de ce mode de culture.
C'est aussi son avantage : I'absence de germe favorise le développement et la multiplication de
la plante qui se trouve dans des conditions "idéales™ (Jay-Allemand, 1992).

La multiplication végétative par culture in vitro, ou micropropagation, est une technique
sophistiquée de multiplication in vitro de plantes, qui permet de produire rapidement et
efficacement des spécimens génétiquement identiques dans des conditions contrblées. Cette
méthode est particulierement avantageuse pour produire des plantes uniformes et exemptes de
maladies qui ne sont pas limitées par les contraintes saisonnieres. La technique englobe diverses
méthodes de propagation, notamment la culture de méristemes, la culture de callosités et
I'embryogenéese somatique, qui facilitent la production a grande échelle de plantes de haute
qualité provenant de diverses especes (Singh et al., 2023) (Gupta et al., 2020) (Butt et al.,
2015).
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Méthodologiquement, ce travail est subdivisé en deux grandes parties théoriques :
= Commengcant par une introduction
= Chapitre | : Généralisation sur Boswellia sacra
= Chapitre Il : Généralité sur la culture in vitro
= Chapitre Il : La culture in vitro de Boswellia sacra

Et enfin une conclusion.
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Chapitre I : Généralisation sur Boswellia sacra

I.1. Historique et orgine de la Boswellia sacra

L'oliban a toujours tient une place importante a travers I’histoire et les civilisations. Dans
I'antiquité, les Hindous, les Egyptiens, les Babyloniens, les Assyriens, les Perses, les Romains, les
Chinois et les Grecs ainsi que les peuples des vieilles civilisations américaines comme les Incas,
les Mayas et les Aztéques utilisaient principalement des résines naturelles pour I'embaumement et
I'encens dans les cérémonies culturelles. Et aussi employée a des fins domestiques, notamment
pour désinfecter le linge, les cheveux et les habitations. La combustion de ces résines naturelles
s’imposa naturellement et prit une place importante de leur vie culturelle. Ils brilaient ces résines
pendant les cérémonies de sacrifice ou dans leurs rituels quotidiens pour empécher l'influence des
mauvais esprits sur leurs ames ainsi que pour. Honorer les morts ou les personnes vivantes
(Benjamin, 2018).

Le Boswellia sacra, communément appelé arbre a encens, originaire de la famille des
Burséracées. Cette famille comprend environ 700 especes distribuées en 18 genres (Rudiger et
al., 2007).

Et une plante médicinale et aromatique importante originaire des régions arides de la
péninsule arabique. Actuellement, les principales espéces productrices sont Boswellia serrata au
nord-ouest de I’inde, B.sacra en Arabie (sud Yémen, Oman), B.frereana espéce endémique au
nord de la somalie et B.carteri ( considérée comme synonyme de B.sacra) qui est communément
présente dans la corne de I’ Afrique : nord de la somalie; soudan, Erythrée et Ethiopie (Thulin et
warfa, 1987; Dupéron, 1993; Coppens, 1195).

Cette espéce prospére dans les zones ou l'eau est limitée et ou les terres ne conviennent pas a
I'agriculture traditionnelle. Les especes du genre, appelées arbres a encens (oliban), produisent une
gomme résineuse traditionnellement récoltée par incision sur le tronc des arbres; la résine,
exposée, noircit et durcit avant d'étre extraite de I’incision. Parmi les espéces du genre, seules B.

serrata Roxb. et B. sacra Flueck ont une importance économique.
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Figure 1 : Photographie d’un jeune arbre a encens B. sacra (Par Mauro Raffaelli, prise au
Parc Naturel Wadi Dowkah (Dhofar, Oman), en Mars 2014.)

1.2. Description botanique

Boswellia. Sacra est un arbre au tronc distinctif qui atteint une hauteur de 1,5 a 8 m. Les tiges
se ramifient a la base et présentent une écorce brun jaunatre pale. Les Boswellia sont des arbustes
généralement de plus petite taille que les autres arbres de la famille des Burseraceae et qui peuvent
étre pachycaules. Chez la plupart des espéces, I'écorce du tronc et les
Branches pélent (Leminih & Teketay, 2003), Les jeunes tiges peuvent étre velues ou lisses. Elle
est laiteuse a I'exposition, puis jaunatre pale une fois seche. Les feuilles sont densément serrées,
alternes et imparipennées, avec 13 a 19 folioles.

Les parties d’arbre Boswellia:

Feuilles
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Fleurs

Encens d’oliban

1.2.1. L’inflorescence

En grappe ou en panicule. Les fleurs émergent en méme temps que les feuilles. Le pédicelle
mesure 2 a 8 mm de long, couvert de poils clairsemés ou lisse. Le calice est en forme de coupe ;
de couleur brun rougeétre, il mesure entre 2 et 2,5 mm de long. Les pétales sont blancs et
elliptiques, et mesurent 4 a5 x 2 a 2,5 mm. Les étamines sont nombreuses, environ 10. Le filament
est lisse ; sa longueur est de 2,5 a 3 mm. Les antheres sont oblongues et blanches. Leur texture
peut étre velue ou lisse. Leur longueur est de 0,8 a 1,4 mm. Les fleurs sont jaunatres a orange. Le
pistil est sillonné, lisse et mesure 2,5 a 3 mm de long. Le fruit est piriforme, brun rougeétre, et
possede 3 a 4 loges. Ses dimensions sont de 8 a 12 x 3,5 a 9 mm. Les pyrenes sont trigones et
souvent entourés d'une aile persistante. Ses dimensions sont de 3,5 a 5,5 x 2 a 4,5 mm. Carter a
d'abord collecté cette espéce en Arabie. Il I'a nommée a tort B. thulifera et B. serrate. Flueckiger
I'a identifiée comme B. papyrifera, puis, en 1867, comme une nouvelle espece, « B. sacra ».

B. sacra est principalement une espéce saxicole. La base bombée du tronc, en forme de
coussin ou de disque, permet a la plante de s'accrocher aux parois rocheuses. Cela joue un réle
important dans sa stabilisation, notamment sur les terrains trés escarpés. Cette espéce est présente
en Somalie, dans la majeure partie de la Corne de I'Afrique et jusqu'a la péninsule arabique. La
plante poussant dans des habitats témoins et sauvages.
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I.3. Description taxonomique

La position taxonomique de Boswellia sacra, un membre de la famille des Burséracées, a été
élucidée grace a de récentes etudes génomique .Cette espéce comprend plusieurs genres connus
pour la production de résine, quia une valeur culturelle et économique importante. Le séquencage
du génome chloroplastique de B. sacra a permis de mieux comprendre sa constitution génétique
et ses relations phylogénétiques, révélant ainsi sa relation étroite avec d'autres especes telles que
Azadirachta indica et Citrus sinensis (Al-Harrasi et al., 2019).

La classification est détaillée dans le Tableau ci-dessous :

Tableaul : Classification phylogénétique de Boswellia (Roxb, 1807)

Régne Plante
Embranchement Angiospermes

Classe Magnoliopsida

Ordre Sapindales

Famille Burseraceae

Genre Boswellia
Espéces Serrata ,carterii,sacra et frereana

Composition Résine, gomme et I’huille essentielle

Cette famille comprend environ 700 especes distribuées en 18 genres (Rudiger, Siani, &
Junior, 2007), actuellement, les quatres principales espéces productrices sont Boswellia serrata
(Nord-Ouest de I’Inde), Boswellia sacra (Arabie), Boswellia frereana (espéce endémique du Nord
de la Somalie) et Boswellia carterii (corne de I’ Afrique : Nord de la Somalie, Soudan et Ethiopie)
(Thulin, & Warfa, 1987). L’encens est connu sous de nombreuses dénominations comme
notamment « oliban » ou « salai guggal »
|.4. Distribution biogéographique d’oliban (Boswellia)

1.4.1. Distribution mondiale

La famille des Burséracées, les Commi-phora et les Boswellia sont les plus illustres des
plantes aromatiques. Elles fréquentent les zones arides de I’ Asie occidentale et de I’ Afrique. Les
especes sont particulierement nombreuses dans le sud de la péninsule Arabique, ou elles forment
des peuplements plus ou moins denses. Il arrive souvent que les deux genres parta-gent le méme
territoire avec divers Acacia a gomme (Coppen, 1995; Chikamai et al., 2000).0On trouve aussi
des Boswellia et des Commiphora dans toutes les régions de la Corne de I’ Afrique, mais en moins
grand nom- bre au-dessous de 700 m d’altitude. En Ethiopie, certaines espéces montent jusqu’a 2
000 m (Gottsch, 1986). Dans la péninsule Arabiqgue comme en Somalie, les peuplements

concentrés de Boswellia se trouvent sur les piémonts a quelques kilometres de la cote, ou ils sont
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arro- sés par les moussons (Monod, 1979 ; Thulin et Warfa, 1987). lls se prolongent en Erythrée,
dans la province éthiopienne du Tigre et au Soudan. Des Boswellia se mélent aux Commiphora
dans 1’Ogaden éthiopien et aux abords du Kenya, les seconds étant prédomi- nants vers la Somalie
(Ansel, 2002). « Les résines connues sous les noms de Myrrhe et d’encens ne proviennent pas
d’une seule espéce mais de plusieurs groupes d’especes. La floraison de ces arbres (hauts d’une
dizaine de métres au maximum) est généralement discréte et fugace et leur feuillage tombe souvent
trés rapidement sous I’effet de la sécheresse. C’est pourquoi ils sont difficiles a identifier. »
(Monod, 1979). Leur nomenclature comporte de nombreuses obscuri- tés et synonymies. Des
débats de spécialistes sur I’identité botanique de telle ou telle résine sont fréquents. On sait
maintenant que Boswellia sacra et B. carteri ne sont qu’une seule et méme espece (Thulin et
Warfa, 1987), mais I’identité botanique de la myrrhe douce ne fait toujours pas I’'unanimité

(Thulin et Claeson, 1991).
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1.5. Production vgétative
La plupart des especes de Boswellia sont trés importantes et rares, et un tres petit nombre de
pépiniéres offrent des graines et des plantes propagées pour certaines espéces de Boswellia., révéle
les conditions environnementales et les méthodes appropriées pour la propagation des especes de
Boswellia. Diverses espéces de Boswellia poussent dans différentes conditions environnementales.
Par exemple, certaines espéces peuvent pousser dans les tropiques humides et certaines poussent
dans les régions tropicales seches ; par conséquent, le milieu du sol peut étre différent pour ces
espéces. De méme, la quantité deau nécessaire a la croissance de Boswellia varie d'un
environnement a l'autre et d'une saison a l'autre. Pour les plantes de Boswellia, un engrais de base
a croissance vigoureuse avec NPK et métaux chélatés équilibrés est suffisant. En outre, la
propagation clonale par l'utilisation de techniques de culture tissulaire se substitue aux pratiques
vegétatives utilisées dans le passe. Cette approche a le potentiel d'offrir une plus grande
multiplication des genotypes uniformes en peu de temps et fournit un substitut a I'espéce qui sont
difficiles a cultiver. Dans certaines especes de Boswellia, I'enracinement des boutures de tiges s'est
avére étre une stratégie tres facile, peu colteuse et réussie pour la multiplication de masse. La
plupart du temps, les jeunes plants de Boswellia cultives dans des pépiniéres auraient mal poussé
sur le terrain.
= Cependant, la propagation végétative par délimitation par les boutures de racines est prévue
pour donner de bons résultats sur le terrain.
= Les techniques in vitro sont utilisées pour la conservation des espéces de Boswellia, comme
cela a déja été rapporté par divers chercheurs. En outre, un certain nombre d'associations
hormonales ont été contrdlées sur diverses especes de Boswellia telles que B. serrata, et
certaines combinaisons ont été trouvees reussies pendant quelques mois (harrasi & Lkhan
& Asaf & Rawahi).
= Les especes du genre Boswellia sont limitées par plusieurs facteurs biologiques intrinseques.
Il s’agit d’arbres a reproduction sexuée qui se régénerent naturellement a partir de graines
(Eshete 2002). Les plantes sont dioiques, les individus males et femelles étant séparés (Sun
nichan et al., 2005). Ces arbres sont auto-incompatibles, ce qui signifie qu’ils ont besoin du
pollen d’un autre individu pour la fertilisation, et dépendent donc de croisements (Vaishnav
& Janghel, 2018). Dans une étude ayant porté sur plus de 675 spécimens de Boswellia et
menée pendant 4 ans sur trois sites en Inde, (Sun nichan et al., 2005) ont relevé des fleurs
stériles sur trois arbres d’une seule population pendant toute la durée de 1’étude. Les fleurs
non fertilisées ne se développent pas en fruit. La stérilité des fleurs pourrait étre due a une
infestation par des insectes ou pourrait constituer un mécanisme permettant d’améliorer la

pollinisation. En pollinisation libre, la nouaison est faible, ne s’élevant qu’a 10 % environ.
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Une mauvaise nouaison limite le nombre de descendants. L.’endosperme est absent a la
maturité de I’embryon (graine) (Judd et al., 2008), ce qui signifie que les cotylédons charnus
contenant des réserves nourrissent I’embryon a partir de la germination.

1.5.1. Conditions environnementales

Sol et climat : Boswellia sacra prospere dans les sols arides et carbonitiques d'Oman, ou

I'agriculture traditionnelle n'est pas faisable (Alaamri, 2012).

Impact de I'élévation : Les arbres situés en altitude produisent des graines plus viables, ce qui

suggére que l'altitude affecte la croissance et la reproduction (Swartout & Solowey, 2018).

1.5.2. Récolte

L'exsudat d'encens est obtenu suite a I'entaillage des arbres (tapping), a l'aide d'un outil de
coupe permettant de faire des incisions dans I'écorce de l'arbre afin d'obtenir la gomme-résine
odorante.

Plusieurs grades permettent de caractériser la qualité d'une résine, en fonction des
contaminants préesents dans celle-ci lorsqu'elle se solidifie. Ensuite, la résine est laissée a durcir
sur I'arbre ou ramassee puis stockeée dans des endroits ventilés (drainage) avant d'étre vendue. La
plupart du temps, la récolte des encens a lieu pendant la ou les saisons seches, afin d'éviter le

lessivage de la résine par la pluie. Les arbres sont entaillés environ 12 fois/an selon I'age de

I'arbuste, ce qui donne 1g-3kg de résine par arbre (Leminih, & Teketay, 2003).

Figure 3: Photographie d’arbres a encens dans leur environnement naturel (Yemen — Socotra
: I'Ile du sang-dragon - Univers Voyage)
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Comme le montre la Figure 3, ’arbre a encens a besoin de chaleur et de Sécheresse pour se
développer : il est donc retrouvé dans des régions arides.
1.5.3. Production de I’oléo-gomme_résine

L’oléo-gommo-résine d’encens est le résultat de la sécrétion issue de 1’écorce de
I’arbre, qui se présente sous forme d’une résine pateuse se solidifiant lentement a Iair
libre. Elle est mise & sécher pendant trois mois minimum, puis triée selon des criteres
de qualité, de couleur, de flaveur, de forme et de taille des cristaux avant I’utilisation
ou la vente (Iserin, Masson, Restellini, Ybert, De Laage de Meux, Moulard, & Botrel,
(2001). Ces  concrétions  ressemblent a  des  larmes  figées, dun  or
translucide avec une odeur balsamique, camphrée et légerement  citronnée
L’oléo-gomme-résine est extraite de 1’arbre par raclage d’une portion de 1’écorce de 15
a 20 cm de large. La technique consiste a réaliser des incisions transverses en amont
et en aval de la portion voulue puis de détacher I’écorce du tronc. La résine est alors
collectée durant les 10 a 12 jours suivants et chaque arbre donne environ 1 kg de
résine par an (Majeed, Badmaev, Gopinathan, Rajendran, Norton, & Braly, (1996). La
meilleure  qualité de résine est recueillie dans les zones les  plus
arides, au cours des mois les plus chauds. Elle est réservée a un usage médicinal
alors que la résine ramassée dans des conditions moins favorables ou sur le bas des
troncs, réputée de qualité inférieure, trouve un usage pendant les cérémonies
religieuses. Aujourd’hui, la Somalie est le plus grand exportateur d’oliban, approvisionnant

certains pays d’Europe (France, Allemagne et Italie)

Figure 4 : oliban (photo prise le 20 mai 2022).
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1.6. Composition chimique

L’oliban contient des molécules qui peuvent étre séparées en trois parties :
1.6.1. Composition de I'huile essentielle
Monoterpénes : L'huile essentielle comprend 97,3 % de mono terpénes, avec I'E-B-ocimeéne et le
limonéne comme constituants principaux (al-Harrasi & al-Saidi, 2008).
Acides boswelliques : Les composés de haut poids moléculaire, y compris les acides
boswelliques, sont abondants dans I'huile essentielle, en particulier lorsqu'elle est distillée a des
températures plus élevées (Suhail et al., 2011) (Ni et al., 2012).
1.6.2. Les Polysaccharides

La fraction de gomme représente respectivement environ 30 % et 60 % de l'extrait total
d'encens, La composition chimique de la résine extraite de Boswellia est relativement similaire. |1
est composé de monosaccharides tels que le galactose, l'arabinose et le 4-O-méthyl-D-
glucuronique, qui se combinent pour former des polysaccharides (Jana Machenaud, 2017).
1.6.3. Les polyterpénes

Sont des composeés que I'on retrouve en grande quantité dans la résine d'encens. Cette résine
représente entre 30 et 60 % de l'extrait total d'oléo- gommo-résine d'encens et est non volatile. Elle
est constituée d'acides polyterpéniques mélangés a certains alcools, aldéhydes et esters
(Langenheim, 2004).
-Les diterpénes
-Les triterpénes
I.7. Intérét et importance d’oliban, Usages médicinaux
1.7.1. Intérét et importance d’oliban

Encens d’oliban est particulierement réputée pour ses effets psycho-émotionnels. Elle est
efficace contre la déprime, le stress, les tensions nerveuses. Elle équilibre les émotions et relax.
Les huiles essentielles d’encens sont également recommandées pour la peau, en raison de ses
vertus cicatrisantes, réparatrices et régénérantes. Elle est utilisée dans les soins anti-ages pour peau
mature, peau séche et abimée. Elle est antifongique, intéressante pour traiter les mycoses cutanées.
Aussi utilisée pour booster la défense immunitaires, libérer les vois respiratoires.
1.7.2. Usages méedicinaux

Les plantes du genre Boswellia sont réputées pour leurs oléorésines aromatiques, largement
utilisées pour leur parfum et en médecine traditionnelle. L'espéce Boswellia sacra Fleuck.,
originaire d'Oman, est généralement considérée comme produisant une oléorésine de la plus haute
qualité. Elle est particulierement connue pour ses propriétés anticancéreuses, anti-inflammatoires,
antidiabétiques et antimicrobiennes. De nombreux effets thérapeutiques de B. sacra sont corrélés

a la teneur en antioxydants de I'oléorésine. Les terpénoides, en particulier, ont été mis en évidence
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pour leurs effets bénéfiques. L'acide boswellique, un composé triterpénoide, (et ses dérivés), a été
particuliérement bien étudié pour son activité anticancéreuse et anti-inflammatoire, tandis que des
terpénoides volatils plus petits ont été associés a I'activité antibactérienne de la résine. De plus, les
flavonoides de B. sacra contribuent aux propriétés thérapeutiques de cette plante par de multiples
mécanismes. Cependant, malgré les propriétés thérapeutiques et la phytochimie intéressante de B.
sacra, d'autres espéces de Boswellia (en particulier Boswellia serrata) ont été étudiées plus en
détail.

1.8. Bioactivités et applications pharmaceutiques professionnelles

1.8.1. Activité anticancéreuse

L'huile essentielle de B. sacra induit une cytotoxicité spécifique des cellules cancéreuses du
sein. L'huile essentielle de B. sacra peut inhiber I'agressivité tumorale des cellules cancéreuses du
sein humaines résistantes aux médicaments et métastasées en culture. B. sacra a montré des
propriétés pro-apoptotiques, antiprolifératives et anti-invasives dans des lignees cellulaires
cancéreuses du sein humaines (Suhail, Mondalek, Shih, & Lin, 2011). L'huile essentielle de B.
sacra inhibe la viabilité et induit I'apoptose dans des lignées cellulaires cancéreuses du pancréas
humaines.

L'huile essentielle de gomme-résine de B. sacra a été suggérée comme agent thérapeutique
alternatif utile pour les patients atteints d'adénocarcinome pancréatique, le principal type de cancer
agressif du pancréas. Francais En outre, une autre étude a suggéré que l'huile essentielle était
efficace contre les cellules cancéreuses du colon telles que les cellules CD133+ et CD133-Colo-
320, et il a également éte consideré que I'huile essentielle obtenue a partir de B. sacra conduisait
a une réduction des molécules de signalisation de la B-caténine qui jouent un réle essentiel dans la
prolifération des cellules cancéreuses. Dans une étude de rapport de cas, I'administration orale de
résine de gomme de B. sacra s'est avérée efficace dans le carcinome a cellules urothéliales.

1.8.2. Effets analgésiques

Les huiles essentielles de B. sacra sont traditionnellement utilisées pour traiter les infections
microbiennes et fongiques. Une étude in vitro des monoterpénoides de I'huile essentielle de
B.sacra a montré une activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa et Propionibacterium acnes. Les huiles essentielles d'encens ont également montré un
effet antifongique significatif contre Candida albicans et Malassezia furfur.

L'effet inhibiteur de différentes concentrations de résine, d'extrait de feuille et d'huile
essentielle de B. sacra a été évalué sur la croissance et la production d'aflatoxines par Aspergillus
flavus et Aspergillus parasiticus. Cette étude a révélé que la poudre de résine et I'huile essentielle
de B. sacra réduisent considérablement la production d'aflatoxines. Par conséquent, la poudre de

résine et I'huile essentielle de B. sacra peuvent étre recommandées comme conservateurs
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alimentaires naturels sdrs pour augmenter la durée de conservation des produits alimentaires et des
aliments pour animaux, en référence a leurs activités antimicrobiennes et inhibitrices des
aflatoxines.(Al-Harrasi, Hussain, Rehman, Ahmed, & Al-Rawahi, (2014).
1.8.3. Effets antioxydants

I1a été démontré que I'huile essentielle de gomme-résine de B. sacra possede un puissant effet
antioxydant dans la méthode de piégeage des radicaux DPPH.
1.8.4. Effet anti-Alzheimer

Le genre Boswellia pourrait guérir ou prévenir les maladies neurodégenératives grace a ses
effets anti-inflammatoires, antioxydants, anti-amyloidogenes et anti-apoptotiques.
L'évaluation de l'effet de I'huile essentielle obtenue a partir des résines de B. sacra a montré que
I'huile essentielle d'encens pouvait inhiber significativement I'acétylcholinestérase (AChE).
L'inhibition de I'AChE entraine une augmentation des taux d'acétylcholine dans le cerveau et
ameéliore la mémoire chez les patients atteints de la maladie d'Alzheimer. Par conséquent, B. sacra
en tant que plante médicinale, pourrait protéger contre les pertes de mémoire liees a la maladie
d'Alzheimer (Abbas, Albroumi, Rehman, Hussain, &
Al-Harrasi, 2016).
1.8.5. Effet anti-inflammatoire

L'inhalation d'huile essentielle de B. sacra a un effet thérapeutique potentiel sur I'inflammation
allergique des voies respiratoires, en augmentant les taux de cytokines Th1 (IFN-y) et en diminuant
les taux de cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13). (Kang, 2008)
1.8.6. Effet anticonvulsivant

Plus récemment, Wolfe der et ses collegues ont publié une étude approfondie sur l'activité
anticonvulsivante de la résine de B. sacra. Les resultats de cette étude ont démontré que, parmi
tous les terpénoides isolés, l'acide B-boswellique, un dérivé triterpénoide, était le plus actif et
entrainait une réduction de 90 % des crises induites par le pentylenetétrazole (PTZ) a 100 pg/ml.
L'activité pharmacologique de la résine de gomme de B. sacra et de ses composés photochimiques
(Brillatz, Jacmin, Queiroz, Marcourt, Morin, Shahbazi, & Wolfender, 2021).
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Chapitre 11 : La culture in vitro

I1.1. Aspects historiques des cultures in vitro :

Les premiéres tentatives de la culture in vitro pour maintenir en survie des organes vivant

isolés datent de plus de 140 ans il s’agit alors de la création Les principes théorique d'un systéme

artificiel permettant la survie des organes en dehors de l'influence de I'organisme entier ont été

établis.

Depuis lors, cette direction de recherche, d'abord lente puis plus rapide, a conduit a
d'importants développements en biologie. (Mozeran, 1972).

Les premiers travaux de la culture in vitro de tissus végétaux sont dus a un allemand,
(Haberland, 1902), qui énonce le concept de la totipotence cellulaire.

Il a fallu attendre 1922, pour que de nouveaux espoirs apparaissent pour la culture de tissus
vegétaux, grace a ROBBINS, qui réussit a maintenir des pointes de racines en suivie pres de
six mois et a obtenir des fragments qui passérent de quelques millimetres a six centimétres de
long.

A partir de 1941 il était possible d'obtenir des plantes entieres a partir de petits fragments
d'organes ou de colonies tissulaires. L'enracinement de ces plantes ne posait aucun probléeme
gréce a l'utilisation des auxines rhizogenes, dont la manipulation était déja connue depuis un
certain temps. (Margara, 1989).

En 1956, SKOOG et MULLER réegénérent des racines et des tiges de tabac a partir de cals,
sous l'influence d'auxine et de cytokinines.

A Partir de 1962 le développement de solutions minérales spécifiguement adaptées a enfin
facilité la multiplication végétative in vitro. (Margara, 1989).

En 1966 ont réussi a obtenir des plantes haploides de Datura innoxia M. L a partir de cultures
d'a en Inde, ont réussi a obtenir des plantes haploides de Datura innoxia M. L a partir de
cultures d'anthéres. (Guha et Maheswari, 1966).

En 1971 ont réussi a régénérer des plantes entieres de Nicotiana tabacum a partir de
protoplastes. (Anonyme, 1996).

En 1976 : San Noem crée les premieres plantes transgéniques transformées par Agrobacterium
tumefaciens, un tabac résistant a la kanamycine.

En 1978 portant sur différentes parties de la plante, et ont donné des résultats de plus en plus
prometteurs. (Bouguedoura, 1979).

En 1983, Herrera-Estrella et al. ont réalisé une avancée significative dans le domaine de la
biotechnologie végétale en créant les premiéres plantes transgéniques en Belgique. Cette
innovation a été réalisée en utilisant Agrobacterium tumefaciens, une bactérie connue pour sa

capacité a transférer des génes dans les cellules végétales.
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11.2. Définition

La culture in vitro ou culture de tissus est un mode de reproduction asexué (reproduction
végétative artificielle) (Boccon-Gibbod, 1989). Est une méthode de multiplication végétative
asexuée qui repose sur la capacité totipotente des cellules végétales, similaire a celle des cellules
animales. Cette propriété permet la régénération d'une plante & partir de cellules ou de tissus
végetaux (appelés explants) cultivés dans un milieu nutritif artificiel spécifique, favorisant ainsi la
formation d'une plante entiére (Hobbelink, 1988; Boutherin et Bron, 1989).

Le terme de culture in vitro est appliqué a toute culture sous verre (tube, bocal, etc...) et
necessite l'utilisation de régulateurs de croissance (hormones végétales) et un environnement
contrdlé comprenant la régulation de la température, du pH et de I'éclairage, le tout dans des
conditions d'asepsie strictes (Hobbelink, 1988; Boutherin et Bron, 1989). C'est une technique
qui s'améliore progressivement, et qui promet beaucoup; ses objectifs sont de resoudre les
problemes de reproduction et de cout de production des plants fruitiers, ainsi que de satisfaire
rapidement les exigences des professionnels (Benettayeb Ayeb 2011).

11.3. Fondement de la culture in vitro :

Le fondement de la culture in vitro repose sur plusieurs principes biologiques et techniques
qui permettent la culture et la régéneration de plantes a partir de tissus ou de cellules dans un
environnement contrélé. Voici les principaux éléments qui constituent ces fondements:

11.3.1. Totipotence

La totipotence est une dédifférenciation expérimentale qui peut étre induite par la
perturbation des corrélations organiques, des traumatismes, de l'action des phytohormones ou de
leur suppression (Demarly et Sibi, 1996).

La totipotence est la propriété qu'ont certaines cellules de pouvoir régenérer un individu

lorsqu'elles sont placées dans des conditions appropriées (Figure 1).

Cellule méristematique ou

\ 4

Cellule de
Explant Cellules il 58 s
spécialisées différenciation

cellule embryonnaire non
différenciés

A

Végétal Obtention des différents Multiolicat
vVegetal P organes végétales (feuilles, 4——1 Différenciation ]e— op x.:atnon
entier tige, racine) RS

Figure 5: Principe de la totipotence.

La totipotence est ’aptitude de la cellule végétale a exprimer la totalité de ses potentialités

pour donner un organisme entier (Bhojwani et Razdan, 1986) (Figure 2)
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Figure 6: Totipotence et culture cellulaire végétale (Campeau-Péloquin, Roy, & Chabot, 2019)

11.3.2. Organogenese

Organogenése implique un processus dédifférenciation cellulaire, contrairement a la
dédifférenciation, qui se produit dans des tissus déja spécialisés. Ce phénomeéne peut aboutir a la
formation de nouveaux massifs méristématiques. Cette capacité met en évidence la totipotence des
cellules végétales, c'est-a-dire leur aptitude a se diviser et a se redifférencier en réponse a des
conditions expérimentales spécifiques (Larpent Gourgaud et Sanglier, 1992).

Organogeénese
Plante — Explant —gree;r—* Caulogénése + — Rhizogenése —* Plante régénérée

donneuse primaire phylogenése entiére et fertile

Callogéneése

Organogénése indirect

Figure 7: Schéma de la régénération d'une plante (Larpent Gourgaud et Sanglier, 1992).
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11.3.3. Caulogenése

La caulogenése désigne a la fois l'initiation et le développement des tiges (Figure 4). Les tiges
neoformées in vitro peuvent apparaitre sur I'explant initial ou sur une cal. lls sont induits sur
n'importe quel type d'organe ou de tissu y compris sur ceux qui ne les produisent pas dans les
conditions naturelles (Margara, 1989).
11.3.4. Rhizogenes

La rhizogenése désigne la néoformation et la croissance de racine (Figure 4). Est un
phénoméne complexe, il comporte différentes phases:
= Dédifférenciation : formation d'amas de cellules méristématiques,
= Différenciation : et organisation des amas méristématiques en primordium racinaire qui se

développeront en jeunes racines (Margara, 1989).

CAULOGENESE
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Figure 8: La culture in vitro (formation des organes) (Campeau-Péloquin, Roy, & Chabot,
2019)

11.4. La différenciation
La différenciation cellulaire est le processus par lequel une cellule méristématique évolue
pour devenir une cellule spécialisée, remplissant des fonctions spécifiques essentielles a la vie de
la plante (Ducreux, 2002). Ce mécanisme est régulé par des signaux de position émis par les
cellules environnantes tout au long du développement. Cela entraine une perte progressive des
caractéristiques cytologiques et physiologiques des cellules embryonnaires, ainsi que l'acquisition

des traits distinctifs des cellules adultes (Peyecru et al., 2007).
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11.5. La dédifférenciation

Il est évident que le passage d'un état différencié a un état de cellules meristématiques
proliférantes ne se fait pas sans que des modifications profondes apparaissent dans la structure de
la cellule. Ces modifications rameénent la cellule adulte a un état juvénile, ou elle retrouve des
caracteristiques cytologiques et les potentialités des cellules embryonnaires, lui permettant de se
différencier en n'importe quel organe. Selon la composition du milieu de culture, les cellules
dédifférenciées continuent de proliférer pratiquement a l'infini, devenant parfois capables de
poursuivre leur prolifération méme en l'absence de substances stimulantes telles que les auxines et
les cytokinines. Les cellules végétales se dédifférencient et reviennent & un état cellulaire
indifférencié, soit embryonnaire soit méristématique. Cette perte de l'inhibition corrélative permet
I'expression de toutes les possibilités embryonnaires (Rajnchapel, 1987).

dédifférenciation———

- - - - - -

D D G @ @ © 6

~—différenciation
Figure 9: Differentiation et dedifferentiation chez les végétaux (2002, Ducreux)

11.6. Les méthodes de la culture in vitro:

La culture in vitro englobe deux modes de multiplication conforme et non conforme.
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/'Tige feuillle == Egnracinement
Noeud /‘ Caulogenése diNCﬁ

Morphogenése
directe

®

Semences
artificielles

Embryogenése
somatique dir

Explants divers Caulogenése

(racines, tige, feuilles...) ‘/.ﬁmdimcte
] 2 .Il\

Morphogenése ﬁ} Embryogenése
indirecte \ somatique
o indirecte
Callogeneése Sispensions
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Figure 10: Différentes méthodes de CIV (Lindsey et Jones., 1989)
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Méthodes conformes:

A : bourgeonnement axillaire.
B : bourgeonnement adventif.
C : Embryogenése somatique.
Méthodes non conformes: des méthodes qui peuvent induire des variations génétiques ou
phénotypiques.
A: formation de plantes haploides phénotypiques.
» Organogenése directe: Formation d'organes a partir de tissus sans formation de callus.
= Organogenese sur callus (callogenése): Production de callus qui peut mener a des plantes
avec des variations.
= Haplo méthodes: Obtention de plantes haploides, souvent pour des etudes genetiques.
= Culture et fusion de protoplastes: Fusion de cellules dénudées, générant des variations
genetiques. Il existe différentes techniques de culture in vitro qui se distingue par leurs
applications, telles que la micropropagation:
= la culture de méristemes
= I'embryogenese somatique
= le sauvetage d'embryons
= I'haplo-diploidisation, etc.
I1.7. Techniques de culture in vitro:
11.7.1. Technologie de la culture des tissus
La culture tissulaire désigne la culture in vitro de divers types de cultures vegétales, de grains,
d'embryons, de cellules, de protoplaste, d'organes (tels que les branches, les apex, les bourgeons,
les racines, les antheres, les méristémes, etc.), adaptés a de nombreuses espéces végétales sur des
milieux nutritifs dans des conditions contrélées. Elle repose sur la capacité des cellules végétales
différenciées a entrer dans un état de méristeme dedifférenciée, puis a se différencier a nouveau
pour former une plante complete. Ces cultures de tissus offrent un large champ d'investissement
et de gestion dans le domaine de I'amélioration des cultures végétales, comprenant notamment
(Senane, 2019)
11.7.2. La culture de cals
La culture de cals est obtenue grace a la culture d'explants de tissus ou d'organes différenciés.
Il s'agit d'un tissu indifférencié plus ou moins organisé. 1l est utilisé en culture cellulaire pour la
production de métabolites secondaires, que ce soit en laboratoire ou sur le terrain. Elle permet
d'améliorer la technique de clonage somatique en sélectionnant des variantes présentant des

caractéres agronomiques améliorés.
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11.7.3. Fusion de protoplastes

Maintenus sur un milieu approprié, ces protoplastes peuvent régénérer et diviser leurs parois,
produisant ainsi des callosités puis la plante entiére. Puisqu'il n'y a pas de paroi, la fusion entre des
protoplastes appartenant a différentes especes incompatibles avec le sexe peut étre induite par le
traitement pour favoriser la fusion. Ce type d'hybridation de cellules somatique n'est pas en proie
a des problémes d'incompatibilité, qui limitent généralement I'hybridation traditionnelle dans
I'application de la technologie (Senane, 2019).

11.7.4. Embryogénése somatique

La culture in vitro des tissus végétaux est une méthode moderne d'embryogenése.
L'embryogenese somatique est le processus par lequel les cellules du sporophyte ou du
gameétophyte produisent des embryons qui passent par une phase embryonnaire distincte sans
fusion de gametes (Hamdani, 2001).

L’embryogenese somatique offre une méthode plus simple par rapport a la micropropagation
traditionnelle, qui nécessite plusieurs milieux de culture différents pour cultiver les tiges, les
racines et obtenir des plants complets (Senane, 2019). Les embryons somatiques suivent les
mémes stades de développement morphologique que les embryons zygotiques, passant par des
stades sphériques, corde, torpille et cotylédon (Egertsdotter et Arnold, 1998). Leur structure
chromosomique est généralement similaire a celle des plantes meres dont ils sont dérives (Ronchi,
1995).

Le critere d'identification des embryons somatiques est leur structure bipolaire, se développant
précocement et formant simultanément des méristémes de tige et de racine (Ronchi, 1990). Il
existe deux méthodes principales d'embryogenese somatique.

Embryogenese somatique directe : Dans ce processus, les embryons somatiques se développent
directement a partir des explants initiaux mis en culture sans qu’il y ait formation de cal. Ce
processus est cependant rarement observé (Guedira, 1989).

Embryogenese somatique indirecte : C’est un processus beaucoup plus fréquent et au cours
duquel la formation d’embryons nécessite une callogénése, caractérisée par une activité cellulaire
élevée. Dans ce modele, la formation d’embryons se fait a partir de cal(Thorpe, 2007).

11.8. Les conditions de la culture in vitro

La réussite de la culture de tissus végétaux dépend de la composition chimique des milieux
de culture utilisés ainsi que d'autres facteurs ambiants:

11.8.1. Milieu de culture
Bien que plus de 50 formulations de milieux différents aient été utilisées pour la culture in

vitro de tissus de diverses espéces végétales (Gamborg et al, 1976; Huang et Murashige, 1977),
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la formulation décrite par Murashige et Skoog (1962) (milieu MS) est la plus couramment
utilisee.

Le milieu nutritif (ou base nutritive) est composé de tous les éléments nutritifs essentiels
majeurs et mineurs des plantes, de vitamines, de régulateurs de croissance des plantes, ainsi que
d'un hydrate de carbone comme source de carbone, avec d'autres substances organiques
facultatives en tant qu'additifs. (Murashige et Skoog 1962)

11.9. Composition des milieux de culture

11.9.1. Les éléments minéraux :

= Macroéléments: il s'agit de six eléments minéraux présents a des concentrations élevées tel
que l'azote (N), le calcium (Ca), soufre (S), phosphore (P), magnésium (Mg), et le potassium

(K).
= Microéléments: ou oligoéléments, principalement : le fer (FE), le cuivre (CU), le zinc (Zn), le

manganése (Mn), le molybdéne (Mo), le bore (B), le chlore (CL), le cobalt (Co), et le nickel

(Ni). Sont nécessaire a la plante qu'en faible concentration. (Murashige et Skoog 1962)
11.9.2. Les éléments organiques :
= Le saccharose:

Le saccharose permet assurer la survie et le développement de 1’explant il est indispensable
d’ajouter une source d’énergie (le plus souvent du saccharose) dans le milieu de culture est
nécessaire pour fournir a I'explant une source de carbone (Gautheret, 1959).
= Les vitamines:

L’emploi de diverses vitamines tels que: la thiamine, I’acide nicotinique, la pyridoxine,
favorise fréquemment la croissance des tissus des cultures in vitro.
= Les regulateurs de croissance (phytohormones):

Ce sont des substances indispensables au bon démarrage et a I’entretien des tissus végétaux
des cultures in vitro, les régulateurs naturels de croissances des végétaux, appelés aussi hormones
de croissance, se répartissent actuellement en cing groupes: Auxines, Cytokinines, Gibbérellines,
Acides abscissiques, Ethylenes. Ces substances de croissance peuvent agir en synergie ou en
antagonisme. (Murashige et Skoog 1962)
= Les auxines

L'auxine est un composé a noyau indole dont la formule brute est CloHs09N, dont le nom est
Acide Indole Acétique (AlA); la synthése de l'auxine se situe au niveau des tres jeunes feuilles,
dans les bourgeons en activité, au niveau des ébauches forales et des jeunes fruits.

De nombreux composés de synthése présentent des propriétés similaires a celle de l'auxine
naturelle 1'AlA : Acide 2,4-dichlorophénoxyactique (2,4-d), Acide Indole 3 butyrique (AIB),
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Acide 1 Naphtalene Acétigue (ANA). Les auxines stimulent I'élongation des tiges, la
différentiation et la croissance des racines, la maturation des fruits et I'abscission des feuilles et
des fruits (ZRYD et al., 1988; AUGE, 1989; HELLER et al., 1995).

= Les cytokinines

Les cytokinines sont des adénines substituées dont la zéatine (Zéa) est naturelle; elabore
essentiellement par les racines et au niveau des embryons.

Les cytokinines les plus généralement utilisé sont:

La kinetine (Kin), la benzyladénine (BAP), la 2 isopentényl adenine (2IP), le thidia zuron
(TDZ), elles sont synthétisées dans les tissus de croissance active plus particuliérement dans les
racines, les embryons et les fruits (ZRYD et al, 1988; HELLER et al., 1995).

Les cytokinines sont souvent utilisées pour stimuler la prolifération des tissus en culture,
déclencher la néoformation des bourgeons sur des cals.
= Les gibbeérellines

En culture des tissus, seul l'acide gibbérelliqgue (GA3) est utilisé, il favorise la croissance
cellulaire, l'allongement des entre nceuds et la levée de la dormance des grains (HELOIR, 1999).
11.10. Facteurs influencant la culture in vitro
I1.10.1. Lumiére et la photopériode et la température et I’humidité (Conditions
d’incubation):

La lumiere, la température et I'numidité relative sont des parametres importants lors de
Iincubation de la culture in vitro. Pendant les phases initiales de la culture, lactivité
photosynthétique n'est pas trés importante, mais a des stades ultérieurs, le matériel de culture est
induit a devenir autotrophe dans une certaine mesure (Murashige, 1977).

La lumiére joue un role essentiel dans les processus morphogénétiques tels que l'initiation des
pousses, des racines et de I'embryogenése somatique. La qualité et I'intensité de la lumiere, ainsi
que la photopériode, sont des éléments critiques pour le succes de certaines expériences de culture
(Murashige, 1977). Une exposition a la lumiére pendant 12 a 16 heures par jour, fournie par des
lampes fluorescentes fraiches et blanches, est généralement recommandée. Une lumiére claire
favorise la formation des pousses, tandis qu'une lumiére rouge induit l'enracinement dans de
nombreuses especes (Murashige, 1977).

La température est également un élément important lors de la pratique des cultures in vitro,
elle doit étre en générale constante et régulée suivant les besoins de 1’organisme en culture

La température généralement utilisée dans la salle d'incubation de la culture in vitro est
d'environ 25°C. Les espéces tropicales nécessitent généralement une température plus élevée (27-
30°C) (Tisserart, 1981).
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11.10.2. Stérilisation
Les conditions stériles sont obtenues par une désinfection des explants, une stérilisation du
milieu de culture et des flacons ou tubes de culture. Les différentes opérations de mise en culture
sont réalisées dans un environnement stérile obtenu par une hotte a flux laminaire horizontal : de
I'air stérile est propulsé vers le vitroculteur. Les conditions stériles sont primordiales a obtenir afin
qu'aucun champignon ou bactérie ne viennent coloniser les milieux de culture, trés favorables a
leur prolifération, sous peine de nécrose de l'explant. (George, Hall, & De Klerk, 2008)
I1.11. Les applications de la culture in vitro
Les applications de la culture in vitro sont diverses de nos jours, que ce soit dans des domaines
pratiques tels que I'norticulture et la sylviculture, ou dans le domaine de la recherche, en particulier
pour I'amélioration des plantes. Elle joue également un role important dans la préservation de la
diversité variétale et la sauvegarde des espéces menacées.
La culture in vitro, peut étre utilisée pour:
= L'assainissement des plantes virosees.
= La multiplication de masse ou micropropagation rapide.
= Conservation de la biodiversité.
= La multiplication de nouvelles especes/variétés ou de plantes stériles.
11.12. Avantages et inconvénients des techniques de culture de tissus in vitro :
11.12.1. Les avantage:
La technologie de culture tissulaire in vitro présente de nombreux avantages, qui peuvent étre
résumes comme suit:
= La conservation des ressources vegétales et I'établissement d'une bangque de génotypes pour
les plantations en dehors de la saison de croissance (Lé et al., 2002).
= La possibilité de reproduire végétativement des espéces qui ne possedent pas ces capacités
dans des conditions conventionnelles (Sibi, 1981).
= Certaines especes qui produisent des graines rares et difficiles a couper ou a greffer par des
méthodes conventionnelles peuvent étre propagées in vitro.
= Les plantes multipliées in vitro sont généralement de meilleure qualité que celles obtenues par
des techniques traditionnelles. Une sélection phytosanitaire permet de produire des plantes
exemptes de virus en utilisant des plants apex (El Hamouni, 1999).
= La reproduction rapide est favorisée par une prolifération cellulaire accrue grace a ces
techniques (Smith et al, 1985; Collet et L&, 1988).
=  Amélioration variétale: R6le clé dans la sauvegarde de génotypes, production d'haploides, et

création de plants génétiquement modifiés via différentes techniques de régénération.
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11.12.2. Les inconvenients:
Culture in vitro présente certaines limites, notamment

= Risque d'obtenir des plantes non qualifiées.

= Problémes d’asepsie: Nécessite un soin strict pour maintenir des conditions stériles; infections
pouvant provenir de champignons ou de bactéries.

= Difficulté d’acclimatation: Transition vers des conditions normales délicate aprés un séjour in

vitro. (2017, Articles Biotech)
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Chapitre 111 : La culture in vitro de Boswellia scara

I11.1. La culture in vitro de Boswellia sacra:

L'intérét croissant pour Boswellia sacra, en raison de ses hombreuses applications dans les
industries pharmaceutique, cosmétique et de la parfumerie, a entrainé une augmentation
significative de la demande a I’échelle mondiale. En réponse a cette pression, des efforts ont été
entrepris pour développer des techniques de propagation modernes, notamment la culture in vitro
(micropropagation et culture de tissus), afin d'assurer sa conservation et sa multiplication
(Wangui, 2022).

Etant une espéce menacée (Fay, 1992), B. sacra nécessite des stratégies efficaces de
régénérations, parmi lesquelles la micropropagation occupe une place importance. Deux
principales approches de micropropagation sont utilisées : ’organogenese et I’embryogenese
somatique.

L’organogenese consiste a induire le développement de pousses adventives a partir d’explants
cultives dans des milieux nutritifs spécifiques, sous des conditions contrélées. Elle peut étre directe
(sans phase callogene) ou indirecte (passant par la formation d’une cal). Des cas d’organogenése
directe ont été rapportés chez plusieurs espéces ligneuses, telles que B. ovalifoliolata
(Chandrasekhar et al., 2005) et B. serrata (Purohit et al., 1995). L’embryogenése somatique,
quant a elle, permet la formation d’embryons a partir de cellules somatiques méristématiques, qui
peuvent ensuite se développer en plantes completes (Phillips et Garda, 2019; Thorpe, 1983).
Cette méthode peut également étre directe ou indirecte, selon qu'elle soit précédée ou non par une
phase calogene (Gaj, 2004). L’embryogenése somatique est souvent préférée a 1’organogenése,
car cette dernieére présente des limitations, notamment au niveau de I’enracinement des pousses
chez certaines especes (Lu et Thorpe, 1987).

I11.2. Etude théorique et analytique de la culture in vitro de Boswellia sacra

En raison de la rareté des études publiées sur les techniques de culture in vitro du Boswellia
sacra, nous avons entrepris 1’étude et I’analyse de trois expérimentations dans ce domaine,
comprenant une étude sur Boswellia sacra et deux autres sur deux espéces différentes du méme
genre Boswellia serrata et Boswellia ovalifoliolata.

Dans le cadre de cette étude, une analyse comparative de trois travaux portant sur la culture
in vitro de Boswellia a été réalisée. Cette comparaison porte sur les milieux de culture utilisés, les
types de régulateurs de croissance appliqués (hormones) ainsi que les résultats obtenus.

111.2.1. Boswellia sacra (Micro-propagations)

111.2.1.1. Milieux de culture utilisés:

Le milieu de base utilisé dans cette étude est le milieu Murashige et Skoog (MS), enrichi en

saccharose a 30 g/L et solidifié avec de la gélrite a 2 g/L. Le pH du milieu a été ajusté a 5,8 avant
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stérilisation. Dans certains milieux, du polyvinylpyrrolidone (PVP) a été ajoutée afin de limiter
I’oxydation phénolique des explants.
111.2.1.2. Les hormones végétales utilisés:

Concernant les régulateurs de croissance des plantes (PGRs), plusieurs hormones ont été

utilisées en fonction des objectifs expérimentaux:

6-benzylaminopurine (BAP) : cytokinine favorisant la multiplication des bourgeons. Acide indole-
3-acétique (IAA): auxine impliquée dans 1’élongation cellulaire et I’enracinement. Acide

naphtaléneacétique (NAA): auxine synthétique utilisée pour stimuler la formation de racines.

TDZ (Thidiazuron): Cytokinine puissante Favorise 1’induction de cal (callogenése) et

I’embryogenese somatique.
mTR (meta-Topoline Riboside): Cytokinine (alternative au BAP, plus stable et moins toxique)
Peut aider a réduire I’hyperhydricité et améliorer la qualité des pousses.

Les hormones ont été ajoutées aux milieux a partir de solutions meres stériles, soit avant, soit
apres 1’autoclavage, selon leur sensibilité thermique.
111.2.1.2.1. Les effets des hormones:
111.2.1.2.1.1. Organogenése directe
BAP et TDZ testés sur des explants foliaires et de bourgeons ont entrainé une bonne survie
initiale, mais sans formation de pousses. Tous les explants sont morts apres quelques semaines.
Le BAP a montré une meilleure induction de la rupture des bourgeons axillaires que le TDZ,
mais la croissance n’a pas été maintenue.

L’ajout de PVP (1 g/L) a permis de réduire le brunissement du milieu, prolongeant légérement

la viabilité des explants.
111.2.1.2.1.2. Organogeneése indirecte (via cal)

Le TDZ seul ou combiné au MemTR a été le plus efficace pour induire la formation de cals,
surtout sur les pétioles.

Les combinaisons BAP + [AA ont amélioré 1égérement I’induction des cals par rapport au
BAP seul.

111.2.1.2.1.3. Embryogenése somatique

Le BAP seul a permis une embryogenese somatique modérée (60 % max), surtout a faible

concentration (1 uM).
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Les combinaisons BAP + ANA ont montré un effet synergique important, atteignant jusqu’a
100 % d’embryogenese des la 2e semaine.

Le développement des pousses a partir des embryons somatiques est resté faible, avec une
mortalité élevée et des signes d’hyperhydricité.

La régénération directe par organogenese a échoué. La voie indirecte via cal et embryogenese
somatique, en particulier avec les combinaisons TDZ + MemTR et BAP + ANA, est plus
prometteuse, bien que le développement final des pousses nécessite des ajustements pour éviter

I’hyperhydricité et la nécrose.

Figure 11: Pousse en développement : (a) apres 2 semaines de culture et (b) apres 4 semaines
sur un milieu MS sans régulateurs de croissance (PGRs). Pousse (c) apres 2 semaines et (d)
aprés 5 semaines de culture sur un milieu MS contenant 1 M de BAP + 0,25 uM d’IAA. A

noter I’hyperhydricité observée en (b) et (d). (Wangui ,2022)

111.2.1.3. Résultats:
111.2.1.3.1. Régénération par organogenese:

Des explants foliaires et de bourgeons axillaires ont été cultivés sur des milieux MS avec
différents cytokinines. Aucune régénération n’a été observée. Les milieux sont devenus bruns
apres deux semaines et les explants sont morts vers la Se semaine, en raison de I’oxydation des
polyphénols. L’ajout de PVP a prolongé la survie jusqu’a six semaines, mais sans succes dans

I’induction de pousses. Cela illustre la récalcitrance des tissus de B. sacra a I’organogenése directe.
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Organogeneése: Les tentatives de régénération par organogeneése directe a partir de feuilles et de
bourgeons axillaires ont échoué, a cause de la récalcitrance des tissus et du brunissement des
milieux, méme apres 1’ajout de PVP (1 g/L).
111.2.1.3.2. Régénération via embryogenese somatique:
Des cals ont été induits dans 1’obscurité a partir de feuilles sur milieux MS contenant du TDZ
(5 uM), avec un taux d’induction de cal atteignant 100 %. L’ajout combiné de NAA et BAP a
permis la formation d’embryons somatiques, tandis que les milieux sans PGRs n’ont donné aucun
résultat. La maturation des embryons s’est faite sur milieu MS basique ou enrichi en BAP + [AA.
Cependant, les pousses ont souffert d’hyperhydricité dés la premiére semaine, entrainant leur
dépérissement rapide.
Embryogenéese somatique: Un protocole efficace a été établi avec :
= Induction de cal a 100 % sur milieu MS contenant TDZ (5 uM)
= Formation d’embryons somatiques sur milieu contenant NAA + BAP
= Régéneration de pousses, mais affectées par I’hyperhydricité, limitant leur développement.
(Wangui ,2022)
111.2.2. Boswellia serrata (Embryogenése somatique et micropropagation)

111.2.2.1. Milieux de culture utilisée:

= Milieu basal MS (Murashige et Skoog, 1962)

= Saccharose a différentes concentrations : 2%, 3%, 4%

= CleriGel a 0,25% (agent gélifiant)

= Additifs anti-oxydants ou adsorbants (chacun testé individuellement) :

= Polyvinylpyrrolidone (PVP) : 0; 50; 100; 200; 300; 400; 500 mg/I

= Acide ascorbique: 0; 25; 50; 100; 200; 400 mg/I

= Charbon activé: 0; 50; 100; 200; 300 mg/I

= Le pH du milieu est ajusté a 5,8 avant autoclavage.

111.2.2.2. Les hormones végétales utilisées:

= Cytokinines (seules ou en combinaison) aux concentrations: 0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 3,0 mg/I

= BA (6-benzylaminopurine)

=  KIN (Kinétine)

= TDZ (thidiazuron)

= Auxines (en combinaison avec les cytokinines) aux concentrations: 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
2,0 mg/I

= |AA (acide indole-3-acétique)

= |IBA (acide indole-3-butyrique)
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*= NAA (acide naphtalene acétique)
» 2,4-D (acide 2,4-dichlorophénoxyacétique)

Un antioxydant, le polyvinylpyrrolidone (PVP), a été ajouté pour limiter le brunissement des
tissus, phénomene courant en culture in vitro.

Effet des hormones sur I’induction des embryons somatiques :

La meilleure réponse (89,63 %) a €té obtenue avec une combinaison de 4,54 uM TDZ + 2,26
uM 2,4-D + 200 mg/1 PVP, favorisant I’induction directe d’embryons somatiques.

Les différentes formes d’embryons (globulaire, en cceur, torpille, cotylédonaire) ont été
observées, attestant du bon déroulement du processus embryogeénique.

Germination et développement des plantules :

Les embryons ont été transférés sur un milieu contenant uniquement de 1’acide gibbérellique
(GA3), ce qui a amélioré le taux de germination et de conversion en plantules (73,2 %). Le taux
de survie des plantules en conditions ex vitro était d’environ 72 %, indiquant une bonne
acclimatation.
111.2.2.3. Résultat:

» L’induction directe de embryons somatiques (SEs) a été observée a partir des embryons
zygotiques sur un milieu MS enrichi en TDZ (4,54 uM) et 2,4-D (2,26 uM).

= La formation de SEs a débuté des la 3e semaine, atteignant 7 a 22 embryons
somatiques/explant chez 89,6 % des explants.

= Le PVP (200 mg/L) a permis de réduire efficacement le brunissement et d’améliorer

I’induction embryonnaire.

= Une lumiere modérée (8-16 h/jour) a significativement stimulé le développement de SEs par

rapport a une photopériode réduite.

Figure 12: Embryogenése somatique a partir de I’embryon zygotique de Boswellia serrata.
(Naikawadi et al., 2025)
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L’induction et le développement des embryons somatiques chez Boswellia serrata sont
fortement influencés par :

= Le type et la concentration des PGRs,

= La présence d’antioxydants comme le PVP et I’acide ascorbique,

» Ladurée d’exposition a la lumiere.

» La combinaison optimale (TDZ + 2,4-D + PVP + lumiére modérée) permet d’atteindre une
régénération stable, ouvrant la voie a la multiplication végétative de cette espéce médicinale.
(Naikawadi et al., 2025).

111.2.3. Boswellia ovalifoliolata (Micropropagation) :

Les techniques in vitro sont une méthode de conservation des plantes précieuses, notamment

celles qui sont difficiles a propager par des moyens classiques. La micropropagation de B.
Serrata a déja éte rapportée (Purohit et al., 1995), mais il n’existe pas de protocole établi pour

la propagation in vitro de B. ovalifoliolata. Compte tenu de son importance médicinale et

commerciale, la présente étude Chandrasekhar, Hussain, and Jayananda (2005) a développé un
protocole adapté a la multiplication de cet arbre endémique, B. ovalifoliolata, en utilisant le nceud
cotylédonaire comme explant.

111.2.3.1. Milieux de culture utilisés :

= Milieu de Murashige et Skoog (MS) :
= Utilisé a demi-concentration (2 MS) pour I’inoculation des graines.
= Utilisé en concentration compléte pour la prolifération des pousses et I’enracinement.
=  Complété avec:
= 3% (p/v) de saccharose.
= 0,8 % (p/v) d’agar comme gélifiant.
= PHajustéa5,8+£0,2.
= Antioxydants : charbon actif (50 et 100 mg-1"!) et polyvinylpyrrolidone (PVP) (20 et 40
mg-1™).
111.2.3.2. Hormones végétales utilisées :
A. Pour la prolifération:
= NAA (acide naphtaléne acétique) : 0,054 uM
= BA (6-benzyladénine) : 1,11; 2,22; 4,44; 8,88 uM
= TDZ (thidiazuron) : 1,82; 2,72; 3,63; 4,54 uM
= KN (kinétine) : 0,46; 1,15; 2,32; 4,65 uM
B. Pour I'enracinement (Rhizogenése) :

» ]AA (acide indole-3-acétique) : 2,8; 5,7; 11,4; 17,1 uM
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IBA (acide indole-3-butyrique) : 2,4; 4,9; 9,8; 14,7 uM

Ces hormones ont été utilisées seules ou en combinaisons pour évaluer leur efficacité sur

I’induction racinaire.

111.2.3.2.1 Les effets des hormones:

Une bonne réponse de prolifération des pousses a été observée avec I’utilisation de BA ou
TDZ en combinaison avec NAA.

Les repiquages effectués tous les 25 jours ont favorisé 1’élongation et la multiplication des
pousses.

Les hormones 1AA et IBA, utilisées seules ou en combinaison, ont efficacement stimulé la
formation des racines.

L’ajout de charbon actif et de PVP a amélioré la qualité de la réponse in vitro.

Les plantules ont été transférées avec succés vers un milieu exogéne (vermiculite, puis

mélange sol/sable), ce qui indique un bon taux d’acclimatation.

11.2.3.3. Résultat:

Le taux de germination initial des graines de Boswellia ovalifoliolata était faible (2 %). Apres
un prétraitement acide doux suivi d’un trempage dans 1’eau distillée, ce taux a été amélioré a
10 %.

Les explants cultivés sur milieu MS de base sont restés viables pendant 10 jours, mais sans
réponse morphogeénétique avant 25 jours, apres quoi ils se sont desséchés. L’ajout de 0,054
uM de NAA combiné a des cytokinines (BA, KN, TDZ) a permis I’induction de pousses.

La combinaison TDZ (2,72 uM) + NAA (0,054 uM) a été la plus efficace, induisant jusqu’a
5 pousses par nceud avec un taux de réponse de 90 %. En comparaison, BA (4,44 uM) + NAA
a génére 3 pousses avec 70 % de succes. KN (2,32 uM) + NAA a donné 4 pousses avec 50 %
de réponse.

La longueur des pousses était meilleure avec BA ou KN + NAA comparativement a TDZ.
Cependant, les pousses étaient d’abord albinos avant de devenir rougeatres apres 25 jours.
Une callogenése a été observée avec toutes les cytokinines. La brunification du cal, fréquente
a chaque subculture, a pu étre atténuée grace a I’ajout de charbon actif (100 mg-L™") et PVP
(40 mg-L™).

Aucun enracinement n’a été obtenu sur le milieu MS contenant uniquement du NAA.
L’enracinement a été efficacement induit par IAA et IBA, avec I'IBA a 4,9 uM montrant les

meilleurs résultats aprés 20 jours.
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= Les pousses enracinées ont été transférées sur un milieu sans auxines pendant 30 jours, puis
acclimatées avec succeés en conditions ex vitro. Les plantules présentaient une morphologie
normale, sans anomalies visibles

= Dans cette étude démontre une méthode simple et efficace pour la multiplication rapide de
Boswellia ovalifoliolata a partir d’explants de nceuds cotylédonaires. Cette méthode pourrait
étre envisagee pour la production de masse et la conservation de cette espece endémique

d’importance économique et commerciale (Chandrasekhar, Hussain, & Jayananda, 2005).
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Conclusion

Le genre Boswellia, appartenant a la famille des Burséracées, regroupe des arbres résineux
connus pour leur production d’encens, notamment Boswellia sacra, communément appelée arbre
a encens, et constitue une espéce médicinale et aromatique d’importance socio-économique. Elle
est principalement connue pour sa résine aromatique, utilisée dans les rituels religieux ainsi qu’en
medecine traditionnelle, En fait, la comparaison entre les trois variétés du genre Boswellia — B.
sacra, B. serrata et B. ovalifoliolata — lors de leur culture in vitro, une technique qui permet la
culture de cellules ou de tissus végétaux dans un environnement stérile et contr6lé, en dehors de
la plante mére.

Les résultats ont révélé des différences significatives dans les réponses morphogéniques des
especes étudiées. B. sacra a montré une résistance marquée a la régénération par organogenese
directe, aucune formation d’organes n’ayant €té observée malgré 1’application de cytokinines.
Toutefois, ’induction de cals a été couronnée de succes dans 97,5 % des cas en présence de
thidiazuron (TDZ), et une embryogenése somatique a été obtenue a 100 % en utilisant une
combinaison de BAP (benzylaminopurine) et d’ANA (acide naphtaléne acétique). Néanmoins, les
plantules régénérées ont souffert de phénomeénes d’hyperhydricité, altérant leur qualité
morphologique et physiologique.

En revanche, B. serrata a présenté une efficacité élevee en embryogenése somatique (89,6
%), avec un taux de conversion en plantes completes de 73,2 %, et une survie post-acclimatation
(ex vitro) atteignant 72 %, démontrant ainsi son potentiel pour la culture in vitro.

B. ovalifoliolata, quant a elle, a bien répondu a la micropropagation via les nceuds
cotylédonaires, avec un taux de multiplication de 90 %. Un enracinement efficace a été obtenu a
I’aide de I'IBA (acide indole-butyrique), et I’ajout d’antioxydants a permis d’améliorer les
caractéristiques morphologiques des plantules régénérées.

B. serrata et B. ovalifoliolata montrent un fort potentiel pour la multiplication in vitro, tandis
que B. sacra nécessite des ajustements spécifiques pour surmonter sa récalcitrance et optimiser

sa regénération.
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Résumé
Les plantes médicinales font partie intégrante de la santé et du bien-étre humains depuis des siécles, car
elles constituent des sources d'agents thérapeutiques et de composes biologiquement actifs.
L’encens (Boswellia sacra) est une plante herbacée vivace et a un port rampant. est connu pour ses
propriétés anti-inflammatoires, antifongiques et antiseptiques elle a des bienfaits Dans le domaine médicinal.
Dans cette étude en fin les valuations de la réponse de trois espéces de Boswellia (B. sacra, B. serrata et
B.ovalifoliolata) & la culture in vitro. Les résultats montrent que B. sacra est récalcitrante a la formation
d’organes, mais produit efficacement des cals et des Embryons somatiques, Bien que les pousses présentent
de I’hyperhydricité. B. serrata a une forte capacité a former des embryons somatiques et a les convertir en
plantules viables avec un bon taux de survie in vitro.B. ovalifoliolata répond bien a la micropropagation, Avec
une bonne prolifération, un enracinement efficace et une amélioration morphologique grace aux antioxydants.
Ainsi, B. serrata et B. ovalifoliolata sont plus adaptés a la multiplication in vitro, tandis que B.sacra nécessite
des ajustements spécifiques.
Mots Clés: plantes médicinales, Boswellia sacra, Boswellia.serrata, Boswellia.ovalifoliolata, la culture in
vitro, Embryons somatiques, cal.
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Abstract:

Medicinal plants have been an integral part of human health and well-being for centuries, as they are
sources of therapeutic agents and biologically active compounds.

Frankincense (Boswellia sacra) is a perennial herbaceous plant with a creeping habit. It is known for its
anti-inflammatory, antifungal, and antiseptic properties, offering various benefits in the medicinal field.

In this study, the response of three Boswellia species (B. sacra, B. serrata, and B. ovalifoliolata) to in
vitro culture was evaluated. The results show that B. sacra is recalcitrant to organ formation but efficiently
produces callus and somatic embryos, although the shoots exhibit hyperhydricity. B. serrata shows a strong
ability to form somatic embryos and convert them into viable plantlets with good ex vitro survival rates. B.
ovalifoliolata responds well to micropropagation, with good proliferation, effective rooting, and
morphological improvement thanks to antioxidants.

Thus, B. serrata and B. ovalifoliolata are more suitable for in vitro multiplication, while B. sacra requires
specific adjustments.

Keywords: medicinal plants, Boswellia sacra, Boswellia serrata, Boswellia ovalifoliolata, in vitro culture,
somatic embryos, callus.
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