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RESUME

L’aptitude a la callogenése chez le cotonnier @ estimée par le taux d’'induction et le poids ses d

cals en fonction de la source de I'explant etad&llle des plantules. Le taux d'induction des aalgmente
avec la taille des plantules alors que le poidsdesccals ; résultat de la croissance des caidyeen sens
contraire. L’hypocotyle permet d’'induire une borsalogenese suivi de la racine et du cotylédonlgugie
soit la taille des plantules. Les plantules deteetiille ont une bonne aptitude a la callogenésgr pes
explants hypocotyles et racines alors que pousxptants cotylédons, ce sont les plantules de gréaitle qui

favorisent I'induction des cals.
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INTRODUCTION
Gossypium hirsuturh. est la principale

espece de cotonnier actuellement cultivée
dans le monde (Kouadio et al., 2004). Il est
cultivé pour ses fibres (coton) qui constituent
la principale matiére premiére en industrie
textile et ses graines utilisées en alimentation
humaine et animale (Sément, 1986). Les
Etats-Unis, la Chine, I'Inde, I'Ouzbékistan et
le Pakistan sont les plus grands producteurs,
avec plus de 60% de la production mondiale.
Les pays africains réunis participent pour 6%
a cette production et la Cote d’lvoire, avec

prés de 400 000 tonnes de coton-graines, est
le quatrieme producteur africain au sud du

Sahara apres le Mali, le Bénin et le Burkina

Faso (Anonyme, 2000). Le coton est donc une
importante source de revenu pour la Cote
d'lvoire ou il représente le troisiéme produit

d'exportation aprés le cacao et le café

(Kouakou, 2009).

Le coton représente une importante
source de revenu pour les pays producteurs et
constitue un peu plus de 50% du marché des
fibres textiles (Anonyme, 2006). Cette place
prédominante du coton est menacée par le
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développement des fibres synthétiques (30%)
et des fibres animales (19%). En plus, la
production, la qualité des fibres et des graines
du cotonnier sont affectées par les attaques
des parasites et des maladies diverses
(Vaissayre et Lancon, 1991). Face a ces
problémes, I'’hybridation interspécifique qui

permet l'introduction de nouveaux caractéres
agronomiques s’avére étre un outil intéressant
pour I'amélioration variétale (Démol et al.,

1992). Cependant, 'amélioration variétale par
croisements interspécifigues a connu peu de

succes chez le cotonnier a cause des barriéres

d'incompatibilités dues au niveau de ploidie
différents et et du temps relativement long
pour obtenir une variété améliorée (Munro,
1987 ; Mergeai, 1992). Les difficultés
rencontrées en croisement interspécifique et
I'intérét du coton sur le plan économique ont
amené les chercheurs a initier la cultime
vitro des tissus chez cette plante. La culiare
vitro permet de contourner ces difficultés,
dans la mesure ou les cals obtenus a partir
d’'explants constituent un matériel adéquat
pour la transformation génétique (Finer et Mc
Mullen, 1990) et aussi un matériel idéal de
départ pour d'autres vitrocultures comme la
culture de protoplastes, les suspensions
cellulaires et I'embryogenése somatique
(Olesenet al., 1995 ; Gonzalez-Benigt al.,
1997 ; Blanc et al.,, 2002 ; Kouakou et al.,
2004).

Chez le cotonnier, plusieurs types
d’explants ont été utilisés pour l'initiation des
cals. Généralement, ce sont les hypocotyles
(Zouzou et al., 2000 ; Kouadio et al., 2004 ;
Kouakou et al., 2006) qui ont été utilisés pour
I'obtention des cals chez le
cotonnier. Toutefois, quelques études ont
rapporté ['utilisation chez le cotonnier des
explants cotylédons et racines (Zouzou et al.,
1997 ; Zhang et al.2001). Les résultats
obtenus a partir de ces expériences montrent
qgue la callogenése differe d'un explant a
l'autre. De plus, les explants sont utilisés sans
tenir compte de la taille des plantules alors
qu’une hétérogénéité de taille des plantules est
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observée aprés la germinatiom vitro des
graines de cotonnier (Koné, 1996 ; Kouakou
et al., 2004).

La taille des plantules et la source de
I'explant influencent-elles la réponse a la
callogenése ; ou bien existe-t-il une relation
entre la taille des plantules, la source de
I'explant et la callogenése ? Ces interrogations
et 'importance du cal, matériel de choix pour
les transformations biotechnologiques, nous
ont donc amené a réaliser cette étude afin
d’'optimiser la callogenése chez le cotonnier.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué
d’hypocotyles, de cotylédons et de racines
obtenus aprés la germinatian vitro des
graines de cotonnief3pssypiunhirsutumL.),
cultivar R405-2000. Les graines, originaires
de la Codte d’lvoire ont été fournies par le
Centre National de Recherche Agronomique
(CNRA).

Méthodes
Stérilisation et germination in vitro des
graines

Les graines sont stérilisées sous une
hotte a flux laminaire. Elles sont trempées
dans I'éthanol 70% (v/v) pendant 1 min, puis
dans I'hypochlorite de sodium 2,5% de chlore
actif pendant 20 min, avec au besoin une
goutte de Tween 20 pour 100 ml de solution.
Les graines sont ensuite rincées trois fois a
I'eau distillée stérile et imbibées dans de I'eau
distillée, stérilisée pendant 48 h a I'obscurité
pour faciliter la germination. Elles sont
débarrassées de leurs téguments et mises a
germer dans des tubes a essais en verre Pyrex
de dimension 150x22 (L x @ en mm) et de
capacité 50 ml. La germination se fait sur le
milieu de base MS (Murashige et Skoog,
1962) supplémenté de vitamine B5amborg
et al., 1968) dont les macro et micro éléments
ont été dilués de moitié. Ce milieu renferme
également 30 g/l de saccharose et 0,75 g/l de
MgCl, et solidifié avec 2,5 g/l de gelrite. Les
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tubes a essais sont enfin hermétiquement
fermés avec des bouchons plastiques de
dimension 25x38 (g x L en mm). Le pH du
milieu de germination est ajusté a 5,8 avec du
NaOH et/ou du HCI.

Induction des cals

Sept jours aprés la germination, les
plantules ont été classées selon leur taille (du
collet a [linsertion des cotylédons). Les
segments d’hypocotyle et de racine longs
d'environ 5 mm et des carrés de cotylédon
d’environ 5 mm de c6té, ont été prélevés sur
chaque lot de plantules et utilisés comme
explants. Cing explants ont été placés dans
des boites de Pétri sur le milieu de callogenése
qui est un milieu de base MS contenant de la
vitamine B5 auquel est ajouté 30 g/l de
glucose, 0,75 g/l de Mggl0,1 mg/l d’acide
2,4 dichlorophénoxyacétique (2,4-D) et 0,5
mg/l de kinétine. Six boites de Pétri ont été
utilisées par traitement.

Les milieux ont été stérilisés a
l'autoclave pendant 30 min sous 1 bar a 121
°C. Toutes les cultures ont été incubées dans
une chambre de culture a une température de
28 £2 °C, sous une intensité lumineuse de
2000 lux fournie par des lampes blanches
fluorescentes et une photopériode de 16 h.

Aprés un mois de culture, la
callogenése a été estimée par le pourcentage
de cals, représentant le degré d'initiation des
cals et le poids sec (mg) des cals. Chaque
valeur représente la moyenne de trois
expériences distinctes. Chaque expérience ou
traitement (taille-explant) comporte trente
explants par répétition, soit un effectif total de
quatre-vingt-dix explants.

Analyses statistiques
L'efficacité des explants a I'induction
des cals a été évaluée par des analyses

statistiques. Les données ont été analysées en plantules

utilisant le logiciel STATISTICA 6.0. En

effet, avant toutes analyses, le test
Kolmogorov-Smirnov  pour  vérifier la
distribution normale des moyennes est
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effectué. Lorsque cette distribution n’est pas
significative (P > 0,001), aucune
transformation n'est effectuée. Le test de
Kruskal-Wallis est effectué dans le but de
déterminer les différences significatives (P <
0,05) entre les traitements.

RESULTATS
Germination in vitro des graines

Aprés sept jours d'incubation,
plantules ont été obtenues aprés
germination. Suivant leur taille (Figure 1),
trois lots de plantules ont été établis:

- Les plantules dont la taille est supérieure a
6 cmou R; la racine principale a une
longueur moyenne de 9 cm ; I'hypocotyle a
une longueur moyenne de 7,66 cm et un
diamétre moyen de 0,38 cm ;

- Les plantules dont la taille est comprise
entre 4 et 6 cm ou4p; la racine principale a
une longueur moyenne de 5 cm ; I'hypocotyle
a une longueur moyenne de 5,15 cm et un
diamétre moyen de 0,42 cm ;

- Les plantules dont la taille est inférieure a
4 cm ou R; la racine principale a une
longueur moyenne de 2 cm ; I'hypocotyle a
une longueur moyenne de 2,96 cm et est en
général plus gros avec un diametre moyen de
0,54 cm.

Il faut noter qu'aucune différence
morphologique significative n'a été observée
au niveau des feuilles cotylédonaires des trois
lots de plantules obtenues.

les
la

Callogenese

Aprés un mois de culture, les explants
ont initié des cals (Figure 2). Le pourcentage
d'explants  induisant des cals est
significativement plus important avec les
explants hypocotyles, quelle que soit la taille,

que les autres explants. Les explants
hypocotyles sont suivis des racines. Les
B fournissent les meilleurs

pourcentages d'induction de cals quel que
soit le type d'explant utilisé, suivies des
plantules Bs puis des plantules,P(Tableau
1).
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a

Au niveau de la biomasse, les résultats inversement proportionnel a la taille des
indiquent que le poids sec des cals est plantules avec les explants hypocotyles et
significativement plus important avec les racines (Tableau 2).
hypocotyles qu'avec les deux autres explants, Au total, nous constatons que les
quelle que soit leur taille. Cependant, les explants hypocotyles répondent mieux a la
racines présentent un poids sec de cals plus callogenése que les racines suivies des
élevé que les cotylédons. Au niveau des lots cotylédons.
de plantules, le poids sec des cals est

Cotylédon

Hypocotyle

Racine

Figure 1 : Vitroplants de cotonnier agés de sept joBsSs et Rreprésentent respectivemées vitroplants
dont la taille est: inférieure & 4 cm, comprise&Hdtet 6 cm et supérieure a 6 cm.

Figure 2 : Cals produits par les différents explants aprémars de culture chez le cotonniers et
C représentent respectivement les cals provenaréxgsants d’hypocotyle, de racine et de cotylédon.
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Tableau 1 : Effet de la taille et du type d’explants sur le pmuntage d’induction des calls

chez le cotonnier.

Taille des Pourcentage d’induction de cals
explants Type d’explant

Hypocotyle Racine Cotylédon
P, 70,44 + 1,40 65,64 + 1,7T¢ 46,50 + 1,10
P46 85,66 + 3,16° 78,83 £ 1,47° 55,88 + 1,3¢'
P6 99,91 + 1,95 90,12 + 1,96° 80,83+ 1,87
Statistiques F = 38,46 F=17,29 F=20,73

P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

+ S: Erreur standard; sur une méme ligne et daasnéme colonne, les moyennes suivies de la méme

lettre ne sont pas significativement différentes

Tableau 2 :Effet de la taille et du type d’explant sur le po#&kc des cals chez le cotonnier.

Taille des Pourcentage d’induction de cals
explants Type d’explant
Hypocotyle Racine Cotylédon
P, 19,10+1,09 8,18+ 0,98 1,30+0,17
P46 11,72 +1,10 7,260,527 2,83+0,55
P6 7,88+0,8% 4,15+0,61 4,20%0,30"
Statistiques F =45,23 F=11,78 F=32,87
P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001

+ S: Erreur standard ; sur une méme ligne et ugrercolonne, les moyennes suivies de la méme fettre

sont pas significativement différentes.

DISCUSSION

Les plantules obtenues aprés sept jours
de germination in vitro présentent une
hétérogénéité de taille. La germination des
graines s'est effectuée dans les mémes
conditions, il est probable que la différence
observée entre la taille des plantules soit liée a
des facteurs endogénes aux graines. Heller et
al. (1995) ont montré que I'état physiologique
des graines et leur composition en hormone de
croissance influencent la taille des plantules.
Aussi, plusieurs auteurs ont noté que la
croissance de I'hypocotyle et des racines est
inhibée par une augmentation de la teneur des
hormones endogénes, notamment les auxines
et les cytokinines (Miller et Skoog, 1957 ;
Vanderhoef et al., 1973 ; Fosket et al., 1981 ;
Eliasson et al., 1989 ; Boyé, 2000). De méme,
Satchivi (1990) a rapporté que la masse des
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graines a une influence sur I'hétérogénéité de
la taille des plantules de cotonnier.

Notre étude a montré que la
callogenése est meilleure avec I'hypocotyle
gu'avec la racine suivie du cotylédon. Ces
résultats sont en accord avec ceux de plusieurs
auteurs qui ont montré que chez le cotonnier,
'hypocotyle est plus favorable a la
callogenése que la racine et le cotylédon
(Peeters et Swennen, 1993 ; Koné, 1996 ;
Zhang et al., 2001). La source de I'explant, et
probablement sa structure anatomique semble
jouer un rdéle important dans l'induction des
cals chez le cotonnier. Ce role de la source de
I'explant dans l'initiation des cals a été aussi
signalé chez de nombreuses plantes (Profumo
et al., 1986 ; Fotso et al., 2002 ; Zouine et El
Hadrami, 2004). Cette spécificité des explants
pourrait s’expliquer par une réactivité ou une
sensibilité différentielle des tissus au milieu
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d’initiation des cals (Kazumitsu, 1996; (Fosket et al., 1981 ; Zouzou et al., 1997 ;
Zouzouet al., 1997). Aussi, I'analyse du poids Boyé,  2000). Les récepteurs des
sec des cals, résultat de la croissance des cals, phytohormones des cotylédons issus du lot de
montre que la callogenése est inversement plantules B semblent étre plus sensibles par

proportionnelle a la taille des plantules. Ainsi,
le lot de plantules fest plus callogénique que
les lots de plantules,Ppuis R. Cette réponse
différentielle des lots de plantules a la
callogenése semble étre due d'une part au
diamétre de I'hypocotyle plus gros et d'autre
part a la longueur de la racine principale plus
courte chez Pque ceux chez et R. Les

rapport a ceux des cotylédons issus des lots de
plantules R et B. Tous ces résultas révelent
la complexité d’action des hormones dont les
effets varient d’un explant et/ou d’'une plante
a une autre.

Conclusion
La croissance en longueur et en largeur

travaux de Koné (1996) ont montré que la des hypocotyles et des racines (taille) des
callogenése, se déroulant au niveau de I'assise vitroplants est influencée par I'état hormonal
sous épidermique, est plus importante la ou de chaque graine de cotonnier. Plus la
cette couche est la plus épaisse. La différence croissance des vitroplants est faible plus les
de diamétre des hypocotyles observée au potentialités callogéniques des explants
niveau des trois lots de plantules serait liée a hypocotyle et racine augmentent. En ce qui
des facteurs endogénes, notamment les concerne les cotylédons, il est souhaitable
auxines, qui inhiberaient I'élongation de d'utiliser ceux provenant des vitroplants de
I'hypocotyle et favoriseraient sa croissance en grande taille. La callogenése est meilleure
épaisseur. Ainsi, ces auxines endogenes avec les explants issus des hypocotyles
additionnées a celle contenue dans le milieu qu'avec ceux provenant respectivement des

de culture auraient une action bénéfique sur
linduction des cals, ce qui expliquerait la

racines et des cotylédons.

bonne aptitude a la callogenése observée avec REFERENCES
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