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RESUME

Objectifs : La détermination de la concentration d’agar est I'un des facteurs importants de la culture in vitro
des plantes. Dans cette étude, les différentes concentrations d’agar ont été comparées afin d’identifier une
concentration adaptée a l'induction de racines chez I'hybride FHIA-01 pendant la phase d’acclimatation in
vitro.

Méthodologie et résultats : Les explants de I'hybride FHIA-01 provenant de la phase de prolifération au
laboratoire de culture in vitro du CARAH a I'H.E.P.H-Condorcet a Ath, ont été utilisés. Quatre
concentrations d’Agar ‘vitro’ de Duchefa (2,5 g/l, 5 g/l et 7 g/l) ont été appliquées en dix répétitions. Les
récipients utilisés étaient des bacs en plastic munis du filtre d’aération sur le couvercle. Il a été garni de 100
ml de milieu de culture par bac. L’apport de I'agar réduit les risques d’hyperhydricité, des malformations
des parties aériennes et souterraines. L’augmentation de la concentration d’agar a permis I'obtention d’'un
bon systeme racinaire et un nombre moyen de bourgeons par explant élevé.
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Conclusion et application de la recherche : L'utilisation de I'Agar en culture in vitro permet de réduire la
mortalité des explants liée au probléme d’hyperhydricité en micropropagation. Cette étude constitue une
alternative a la propagation du bananier qui se fait par rejetonnage, caractérisé par la difficulté de trouver
un grand nombre de rejets lors de l'installation d’'un premier champ.

Mots clés : Explants, milieu de culture, agar, bananier, FHIA-01, rhizogénése

Abstract

Effects of different doses of agar culture medium on the induction of rooting in FHIA -01 (Musa
AAAB) in vitro culture

Objectives: The determination of the concentration of agar is one of the important factors in tissue culture.
In this study, different concentrations of agar were compared to identify a suitable induction of roots in FHIA
-01 during in vitro acclimatization phase concentration.

Methods and results: The explants FHIA -01 from the proliferative phase to the laboratory in vitro culture of
the CARAH HEPH Condorcet - Ath, were used. Four concentrations of Hagar vitro * of Duchefa (2.5g/1, 5
g/land 7 g/1l)were applied in ten repetitions . The containers used were plastic containers marked with
the breather filter on the lid. It was packed with 100 ml of culture medium per tank. The contribution of agar
reduces the risk of hyperhydricity, malformations of aerial and underground parts. Increasing the
concentration of agar allowed obtaining a good root system and a higher average number of buds per
explant.

Conclusion and application of research: The use of tissue culture Agar reduces mortality of explants related
to the problem of hyperhydricity in micropropagation. This study provides an alternative to the spread of
banana sucker characterized by the difficulty of finding a large number of discharges during the installation

of the first field.

Keywords: explants, medium, agar, banana FHIA -01, rooting

INTRODUCTION

La détermination de la concentration d’agar est
I'un des facteurs importants de la culture in vitro
des plantes (Debergh et al., 1992). Il est important
que le milieu de culture soit suffisamment ferme,
rigide afin de bien soutenir I'explant inoculé
(Berrios et al., 1999). Il a été rapporté que, les
concentrations trés élevées d'agar bloquent la
diffusion des nutriments vers les tissus. Plus
souvent lors qu'il s’agit du milieu solide, plusieurs
auteurs ont proposé des concentrations d'agar
comprises entre 0,5 et 1 % (Boxus, 1974 ; Haicour,
2002; EI Hamdouni et al., 1999). Ces suggestions
des concentrations d'agar sont faites a titre
indicatif sachant que la qualité de ce produit n'est
pas constante (Damiano, 1980). D’autres auteurs
ont pourtant comparé le milieu solide au milieu
liquide sans pour autant révéler des différences
significatives (Hunter et al., 1984). La plupart
d’'auteurs utilisent le milieu de culture solide malgré
que le taux d'induction de cals soit plus élevé dans
les milieux liquides (Belkengren et Miller, 1962;

Nishi et Ohsawa, 1973; Boxus, 1974; Navatel,
1979; Damiano, 1980; Swartz et al., 1981;
Anderson, 1982; Fabbri, 1986; Hennerty et al,
1987; O'Riordéain, 1987; Theiler-Hedtrich, 1987;
Thomsen, 1987). Par ailleurs, les milieux liquides
causent des pertes allant parfois jusqu’'a 60 % des
pousses ou explants dues au probleme
d’hyperhydricité en micropropagation (Piqueras et
al., 2002 ; Abdoli et al., 2007). Cette hypérhydricité
fréquente en culture in vitro affecte la prolifération,
la croissance des pousses et entraine une
défaillance des racines. Ce qui rend la reprise de
vitroplants difficile lors de 'acclimatation (Debergh
et al, 1992; Baker et al, 1999; Ziv, 1991). Ce
phénoméne est souvent lié a l'absence ou
suppression d’agar dans les milieux (Paques et
Boxus, 1987). Par ailleurs, plusieurs substances et
technigues ~ connues  peuvent  contrdler
Ihyperhydricité, parmi lesquelles ['aération des
bocaux ou bacs de culture (Rossetto et al., 1992),
la baisse de concentration en cytokinine dans les
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milieux de culture (Williams & Taji, 1991), une
augmentation de la concentration d’agar (Brand,
1993) ainsi que I'évolution de la concentration des
constituants du milieu (Ziv, 1991). Dans cette

MATERIELS ET METHODES

Matériels : |l a été utilisé dans cette étude, les explants
de lhybride FHIA-01 provenant de la phase de
prolifération qui a été réalisée au laboratoire de culture
in vitro du CARAH a I'H.E.P.H-Condorcet a Ath. Les
explants utilisés proviennent du cultivar FHIA-01,
constitués par des vitroplants issus des bourgeons
apicaux et axillaires dont la taille était réduite a 2 cm de
hauteur et 0,5 cm de diamétre. Le milieu de base utilisé
est constitué de sels minéraux et de vitamines selon
Murashige & Skoog (1962) additonné de deux
cytokinines dont 10 uM de BAP, 10 uM MemTR, d'une
auxine AIA 1uM. et de saccharose a 20 g.I". Le pH est
ajusté a 5,8. Les essais placés a la lumiére a 27°C de
température, une photopériode de 16 h. Cing (5)
explants par répétition ont été incubés. Un total de 10
répétitions par traitement a été effectué. Les récipients
utilisés sont les bacs en plastique munis du filtre
d'aération sur le couvercle. Il a été garni de 100 ml de
milieu de culture par bac. La durée de chaque essai
était de 45 jours.

RESULTATS

Effets de différentes doses d’agar sur I'induction de
la rhizogénése FHIA-01 : Les traitements a 2,5 g et 7
g/l d’agar avaient influencé positivement l'induction de
la rhizogénése (p = 0,01). Les valeurs moyennes
étaient respectivement de 2,7 + 1,8 (b), 0,6 + 0,97 c),
2,57 + 1,22 (b) pour 2,5 g, 5 g, 7 g de saccharose et
pour controle 4,73 £ 1,85 (a) (Figure 1). Parallélement,
le nombre des bourgeons a varié¢ significativement

étude, les différentes concentrations d'agar ont
été comparées afin d’identifier une concentration
adaptée a linduction de racines chez I'hybride
FHIA-01 pendant la phase d’acclimatation in vitro.

Méthodologie : L'Agar ‘vitro’ de Duchefa a été utilisé,
trois concentrations considérées comme traitements
ont été testées, premiére concentration a raison de 2,5
g/l, deuxiéme concentration ou traitement 5 gl
troisiéme concentration de 7 g/l. Un traitement a raison
de zéro concentration d’'agar a été utilisé comme
témoin était placé dans lincubateur sous agitation.
L'identification des milieux de cultures comportant ces
traitements est la suivante : les lettres suivies des
chiffres désignent le traitement ou la concentration
d’agar utilisée : T1 pour 2,5 g/l d'agar ; T2 pour 5 g/l
d’agar; T3 pour 7 g/l d’agar dans le milieu. L'absence
d’'agar dans le milieu est mentionnée par T suivie du
chiffre 0 soit T0. Les observations sur le nombre de
racines formées, le nombre de feuilles émises, la taille
de I'explant initial et le nombre de bourgeons proliférés
ont été estimés aprés 6 semaines de culture comme
décrit par Kone et al. (2010). Les résultats ont été
soumis a l'analyse de la variance (ANOVA) avec le
logiciel SPSS.

entre les différentes concentrations d’agar. Le nombre
de bourgeons augmente pour le milieu de culture
additionné de 5 g/L d'agar comparativement aux
autres concentrations d’agar soit 2,5 g et 7 g (p < 0,05).
Les valeurs moyennes sont respectivement de 1,43
1,3 (b), 3,45 £ 1,3 (a), 0,53 = 1,0 (c), respectivement
pour 0,25 %, 0,50 %, 1,00 % et le contrble 1,63 + 1,4
(b) (Figure 2).
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Figure 1. Effets des différentes doses d’agar sur l'induction de la rhizogénése.
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Figure 2. Effets des différentes doses d’agar sur l'induction de bourgeons.

Les traitements a 2,5 g et 7 g/l d'agar avaient influencé ailleurs, les traitements a 2,5g et 7g/l d’agar avaient
positivement la croissance (p < 0,05). Les valeurs influencé positivement la croissance (p < 0,05). Les
moyennes étaient respectivement de 2,77 £ 0,65 (b), valeurs moyennes étaient respectivement de 3,5 £ 1,19
1,99 + 0,51 (c), 3,1 £ 1,06 (b) pour 259,59, 7 g de (), 2,07 £ 1,41 (b), 3,73 £ 1,01 (b) pour 2,59,59,7¢
saccharose et pour controle 3,9 = 1 (a) (Figure 3). Par de saccharose et pour contréle 4 + 0,74 (a) (Figure 4).
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Figure 3. Effets des doses croissantes d’agar sur la taille (cm).

Une relation en forme de V était constatée pour I'émission foliaire.
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Figure 4. Effets des doses croissantes d’agar sur 'émission foliaire.

Il ressort du tableau 1 que la taille d’explant, le nombre les autres parameétres ont montré des corrélations
de feuilles émises, le nombre de racines et le poids positives significatives a l'exception du nombre de
dexplant révélent des corrélations négatives bourgeons.

significatives avec les bourgeons proliférés. Par contre,
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Tableau 1: Les corrélations des parameétres de croissance et de développement en présence des concentrations
croissantes d’'agar

Bourgeons Taille Racines Feuilles
Bourgeons Corrélation de Pearson 1 -, 354" - 473" -,485"
Sig. (bilatérale) ,000 ,000 ,000
N 120 120 120 120
Taille Corrélation de Pearson -,354" 1 511 424"
Sig. (bilatérale) ,000 ,000 ,000
N 120 120 120 120
Racines Corrélation de Pearson - 473" 511" 1 ,508"
Sig. (bilatérale) ,000 ,000 ,000
N 120 120 120 120
Feuilles Corrélation de Pearson -,485" 424" ,508" 1
Sig. (bilatérale) ,000 ,000 ,000
N 120 120 120 120

**. La corrélation est significative au niveau 0.01 (bilatéral).

Les résultats danalyse multivariée  (analyse 'émission foliaire et la taille dexplant étaient
discriminante), ont montré que tous les parameétres: la significativement  influencés par les différentes
prolifération de bourgeons, linduction de racines, concentrations d’agar avant classement (Tableau 2).

Tableau 2. : Résultats de 'analyse multivariée avant classements des effets des doses croissantes d’agar sur la
rhizogénése

Doses d’agar (g/l)
Paramétres Controle 2,5 5 7 Valeurs de p
Bourgeons 1,6114 1,413 3,4+1,3 0,5+1 <0,05
Taille 3,914 2,74£0,6 1,940,5 3,141 <0,05
Racines 4,718 2,718 0,6+0,9 2,5¢1,2 <0,05
Feuilles 4+0,7 3,5¢1,1 2414 3,7¢1 <0,05
Classement (%) 70% 10% 76% 63,3%

Il ressort de [lanalyse multivariée (analyse de racines, 'émission foliaire et la taille d’explant sont
discriminante), que, aprés classement, tous les significatifs avec des moyennes appropriées a chaque
paramétres ; la prolifération de bourgeons, linduction traitement (Tableau 3).

Tableau 3. Résultats de I'analyse multivariée aprés classements des effets des doses croissantes d’agar
sur la rhizogénése

Doses d’agar (g/l)
Parametres Controle 2,5 5 7 Valeurs de p
Bourgeons 1,6£1,3 1,941 3,8+0,9 0,2+0,4 <0,05
Taille 4,6+1,3 2,610,5 1,8%0,3 2,9+0,9 <0,05
Racines 5+1,8 2,5%0,5 0,6£0,9 2,212 <0,05
Feuilles 4+0,7 3,741 1,815 3,5+£0,9 <0,05
Classement (%) 84,4 77,3 71,4 974
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Le pourcentage de «bien classé »avant classement
était de : 70 %, 10 %,76 % et 63,3 %, respectivement
pour les traitements: contrdle, 2,5 g.I', 5 g.I, 7 g.I".
Apres amélioration du classement, le pourcentage est

passé de 84 %, 77,3 %, 71,4 %, 97,4 %. lllustrant une
séparation nette entre les barycentres de chaque
traitement (Figure 5).
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Figure 5. Fonctions discriminantes canoniques des paramétres de croissance et de développement en présence des

concentrations croissantes d’agar.

DISCUSSIONS

Ces résultats obtenus de I'essai de I'effet de I'agar sur
la prolifération de bourgeons sont similaires aux
résultats obtenus par Naydenov et al. (2006) sur le pin
gris (Pinus banksiana Lamb.). Les vitroplants issus du
traitement témoin ont présenté un systéme racinaire de
mauvaise qualité, des bourgeons hyperhydriques ainsi
que des malformations. L’hyperhydricité constatée
serait due a 'absorption importante d’eau du milieu de
culture par les tissus a l'absence d'agar (Gaspar et al.,
1987). Les malformations des parties caulinaires et
racinaires (tiges, feuilles, racines) sont causées par
I'agitation de milieu dans l'incubateur. Il a été suggéré
que l'état physique du milieu pourrait affecter la
diffusion des phytohormones et de nutriments
(Bornman et Vogelman, 1984). Le pourcentage
d'explants formant de pousses et celui de pousses
hyperhydriques augmente avec la diminution de
concentration d’agar (Abdoli et al, 2007). Il a été
constaté que, lorsque I'on augmente la concentration
d'agar entre 04 % a 0,8 %, le pourcentage des
pousses hyperhydriques diminuait considérablement.
Ainsi un nombre significativement élevé de bourgeons
est obtenu (Debergh, 1983; Brand, 1993 ; Abdoli et al.,
2007).Dans cette étude, une faible induction de

bourgeons a été observée a une concentration de 7 g.F
' d'agar. Par aileurs, la variation du nombre de
bourgeons ou des racines formés est dépendante de la
composition du milieu de culture; elle suit les objectifs
de l'essai, selon qu'il s'agit de I'embryogénése, de la
phase de multiplication ou de la phase d’enracinement.
Les travaux réalisés a partir d'embryons immatures de
graminées (Jullien, 1991), de pois (Saadi, 1991), de
noix de coco (Nair et al., 1999), de Pinus sylvestris
(Haggman et al., 1999), d'Arabidopsis thaliana (Gaj,
2001 ), de boutons floraux de bananier (Escalant et al.,
1994), d'hypocotyles du tournesol (Laparra et al., 1997)
et des feuilles du Santalum album et Santalum
spicatum (Rughla et Jones, 1998) ont enregistré des
résultats similaires ; Bien que la concentration d'agar
influence  significativement  l'organogénése et
I'hyperhydricité (Abdoli et al, 2007). Selon Brand
(1993) et Abdoli et al. (2007), I'agar pourrait modifier la
disponibilitt des substances solubles par des
interactions chimiques et réduire considérablement
I'hyperhydricité. En outre, la variation du nombre de
bourgeons formés est dépendante du génotype (Auge
et al., 1989). Plusieurs auteurs 'ont également signalé
chez le tournesol (Power, 1987 ; Espinasse et al.,
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1989; Sarrafi et al., 1996; Berrios et al., 1999; Azadi et
al., 2002; Mayor et al., 2003). Le rapport hormonal
(auxine/cytokinine) conditionne, en grande partie, le
type de néoformation obtenu. Ce rapport a conduit,
dans le cas de la culture in-vitro du parenchyme
médullaire de tabac, par exemple, a l'orientation des
tissus, vers la caulogenése ou la rhizogenese (Zryd,
1988). L'organogenése est fortement influencée par les
régulateurs de croissance utilisés, d'une maniére
conjointe ou séquentielle. Par ailleurs, se basant sur la

CONCLUSION

Les résultats obtenus dans cette étude montrent qu'a
I'absence d’agar I'explant présentait les symptomes
d’hyperhydricité, des malformations des parties
aériennes et souterraines ainsi qu'un mauvais systéme
racinaire. Par contre, [utilisation tout comme
'augmentation de la concentration d’agar a permis
I'obtention d’'un bon systéme racinaire bien que peu
nombreuses, des bourgeons ne présentant aucun
symptdme d’hypérhydricité et un nombre moyen de
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