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RESUME

Objectifs : Evaluer les effets des sources de carbone (sucrose, glucose), et des doses de saccharose sur
linduction de la rhizogénése chez 'hybride FHIA-01 (AAAB) du bananier en culture in vitro. La phase de
prolifération a été réalisée au laboratoire de culture in vitro du CARAH de I'H.E.P.H.O Condorcet a Ath.
Méthodologie et résultats : L'expérimentation a été conduite suivant un dispositif complétement randomisé.
Pour le premier essai, 4 traitements ont été constitués : le témoin, milieu dans lequel aucune source de
carbone n'a été appliquée (T0); 30 g/l de sucrose (T1); 31,71 g/l de glucose (T2); 15 g/l Sucrose + 15,855
g/l glucose (T3). Par ailleurs, pour I'étude portant sur les effets des doses de sucrose, les doses de 5 g /1,
10 g/l, 15 g/l et 20 g/l (ttmoin) ont été ajoutées dans les milieux de culture d’enracinement et ont constitué
les quatre traitements dans le cadre de cet essai. Les résultats obtenus ont montré que I'enracinement de
hybride FHIA-01 n’est pas influencé par la source de carbone, le saccharose, le glucose et leur
combinaison ayant donné des effets similaires. Par ailleurs, les différentes diminutions de la concentration
de saccharose affectaient significativement I'enracinement. Conclusion et principales applications de la
recherche . Les différentes sources de carbone moins couteuses permettent de réduire le colt
d’enracinement in vitro des vitroplants afin de répondre efficacement au besoin en matériel de plantation
des paysans des régions pauvres. En outre, elles réduiraient les pertes de vitroplants enregistrées lors de
la phase d’acclimatation, dues a une mauvaise qualité du systéme racinaire.

Mots clés : Bananier, carbone, rhizogénése, FHIA-01, vitroplants, in vitro
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ABSTRACT
Effects of carbon sources (sucrose, glucose), and doses of sucrose on the induction of rooting in
FHIA-01 (AAAB) banana in vitro.

Objectives: To evaluate the effects of carbon source (sucrose, glucose), and of saccharose concentration
on the in vitro root induction of the banana FHIA-01 hybrid (AAAB). The proliferation phase was achieved at
the laboratory of in vitro culture of the CARAH of the Condorcet H.E.P.H.O in Ath.

Methodology and results: For the first test, 4 treatments were constituted: control treatment without carbon
source, (T0); 30 g/l of sucrose (T1); 31, 71 g/l of glucose (T2); 15 Sucrose g/l + 15,855 g/l glucose (T3). In
order to examine the effects of sucrose concentration, 5 g /I, 10 g/l, 15 g/l and 20 g/l (control treatment)
sucrose were added in the rooting medium. The results showed that rooting of the FHIA-01 hybrid is not
influenced by the source of carbon, sucrose, glucose and their combination having given similar effects.
However, the different reductions of the saccharose concentration affected rooting significantly.

Conclusion and mains applications of research: Different sources of less expensive carbon can reduce the
cost of in vitro rooted plantlets to effectively respond to the need for planting material of farmers in poor
regions. In addition, they reduce losses vitroplants recorded during the acclimatization phase , due to poor

quality of the root system.

Key words: Banana tree, carbon, rooting, FHIA-01, vitroplants, in vitro,

INTRODUCTION

La culture de méristeme est la méthode la plus
slre pour éviter l'apparition de plantes non
conformes a la plante mére ou variant (Saadi,
1991). En culture in vitro des plantes, les tissus
sont largement hétérotrophes a I'égard du
carbone, suite a l'absence ou a linfluence de
I'assimilation chlorophyllienne. D’ou I'ajout d’'une
source de carbone (glucides) au milieu de culture
est impérativement souhaitable. Par ailleurs, cette
source de carbone se substitue en énergie
nécessaire pour la croissance des tissus et
maintient une pression osmotique du milieu de
culture (Zryd, 1988; Veen, 1963 ; Raghavan
&Torrey, 1963). Les glucides les plus
généralement utilisés comme source de carbone
sont le saccharose et le glucose (Belaizi & Boxus,
1995 ; Druart & Samyn, 1995 ; Walker & Parrott,
2001). Le maltose peut constituer une bonne
source carbonée puisqu'il permet, dans certains
travaux portant sur I'embryogenése, d'améliorer a
la fois la qualit¢ et la quantité d’embryons
somatiques produits (Saadi, 1991). Parmi les
différentes sources de carbone intervenant dans la
différenciation et dans I'ajustement osmotique, le
saccharose reste la source la plus communément
utilisée en culture in vitro du bananier. La

rhizogénese, un facteur complexe comportant
différentes  phases parmi  lesquelles: Ila
dédifférenciation, la formation d’amas de cellules
méristématiques, la différenciation mais aussi
lorganisation des amas méristématiques en
primordium racinaire qui se développent en jeunes
racines (Margara, 1989 ; Boxus, 1995). La
riboflavine, souvent associée a une auxine (AlIB),
est utilisée a cette fin. Toutefois, en dépit de ses
avantages, ['utilisation de la riboflavine pose un
probleme de colt et de quantité a appliquer.
L'utilisation d’auxine ou de riboflavine pour
linduction racinaire rendrait élevé le colt de
production des vitroplants pour les entreprises
industrielles ; ce qui ne faciliterait pas I'acces des
paysans des régions pauvres au matériel de
propagation de qualité (vitroplants). Par ailleurs,
les sources de carbone comme le sucrose ou
glucose sont rencontrées dans le commerce et
méme le sucrose de ménage peut étre utilisé en
culture in vitro du bananier. En plus, ces sources
de carbones ne colitent pas trés cher comme la
riboflavine. Manzanera et Pardos (1990) ont
montré que le pourcentage de bourgeons
enracinés ainsi que le nombre moyen de racines,
augmentent avec la concentration en saccharose,
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mais que le maximum dépend des clones.
Néanmoins, le saccharose reste la source la plus
communément utilisée (Brhadda, 2008). Haissing
et Thorpe (1974) ont également montré chez
quelques espéces ligneuses que linitiation de la
rhizogenese est un processus qui nécessite
beaucoup d'énergie et ont utilisé le saccharose

MATERIELS ET METHODES

Milieu : Pour évaluer les effets des différentes sources
de carbone sur la rhizogénese du bananier en culture
in-vitro, les explants (bourgeons non enracinés) de
lhybride FHIA-01 provenant de la phase de
prolifération ont été utilisés comme matériel végétal. La
phase de prolifération a été réalisée au laboratoire de
culture in vitro du CARAH de I'H.E.P.H-Condorcet a
Ath.

Matériels et Méthodes: Les explants de FHIA-01
étaient issus de la 7éme subculture de prolifération. Par
ailleurs, la taille de I'explant a été réduite a 2 cm de
hauteur. Le milieu de culture MS (Murashige & Skoog,
1962), était additionné de 5 g. I' d’agar, 1uM IAA, 10
MM MemTR et 10 uM BAP. Cependant, pour l'essai
des doses de saccharoses, le milieu de culture MS a

comme source de carbone. Dans cette étude,
lefficacité de différentes sources et concentrations
de sucre sur linduction de la rhizogénése chez
Ihybride FHIA-01 de bananier (Musa sp.) en
culture in vitro a été évaluée, afin d'identifier la
source de sucre et la concentration adaptées pour
la phase d’enracinement.

été enrichi de 5 g. I d’agar, 1uM IAA, 20 uM mT. Les
récipients; les bacs en plastiques contenant 100 ml de
milieu, le matériel végétal FHIA-01 et les conditions de
culture sont les mémes dans les deux essais. Les
essais ont été placés a la lumiére a 27°C de
température, une photopériode de 16 h. Cing (5)
explants ont été inoculés par répétition. Au total, 10
répétitions par traitement ont été effectuées dans les
deux essais conduits suivant un dispositif
complétement randomisé. Le pH 5,8 a été ajusté avec
du (NAOH ou KOH 1M). La durée des essais était de
45 jours. Les traitements ci-dessous ont été enrichis
dans le milieu d’'enracinement. La photo 1 présente
I'explant de FHIA-01, qui a été utilisé comme matériel
végetal.

Photo 1: L'explant de départ, sa taille est réduite & 2 cm de longueur

Pour I'évaluation des effets des différentes sources de
carbone, les traitements suivants ont été constitués : le
témoin, milieu dans lequel aucune source de
carbone n'a été appliquée (T0); 30 g/l (1M) de sucrose
(T1); 31,71 g/l (1 M) de glucose (T2); 15 g/l Sucrose +
15,855 g/l glucose (T3). Le choix des cytokinines,
auxine et de sa concentration est celui utilisé par Van
den Houwe et Swennen (2000) et Panis (2009). Par
ailleurs, pour I'étude portant sur les effets des doses de
sucrose, les doses de 5 g /I, 10 g/l, 15 g/l et 20 g/l
(témoin) ont été ajoutées dans les milieux de culture
d’'enracinement et ont constitué les quatre traitements
dans le cadre de cet essai.

Paramétres d’observation: Tous les paramétres ci-
dessous ont été observés pour les deux essais, 45
jours aprés linoculation des explants sur le milieu
d'enracinement. Les résultats ont été soumis aux
analyses statistiques avec le logiciel Stat box 7.0 :

. Nombre de bourgeons ou pousses par
explant ;

. Nombre de feuilles émises par explant ;

. Nombre de racines induit par explant ;

. Taille de [lexplant aprés 45 jours de

I'expérience en milieu d’enracinement.
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RESULTATS
Effets des sources de carbone (sucrose, glucose),
sur la rhizogénése de FHIA-01: Il ressort des

résultats obtenus dans cette étude, que les traitements
n'ont pas influencé l'induction de la rhizogénése. Les
résultats enregistrés, ne révelent aucune différence
significative entre les deux sources de carbone tout
comme avec leur combinaison. Tous les traitements
ont produit un nombre moyen de racines par explant.
L'absence d’une source de carbone dans le milieu de
culture d’enracinement, a eu un effet inhibiteur sur la
prolifération de bourgeons ou des pousses pendant la
phase d'enracinement. Par ailleurs, l'analyse de la
variance n'a révélé aucune différence significative entre

les traitements. Du point de vue taille de racines par
explant initial, le glucose est la source de carbone qui a
induit des racines de petite taille, soit 4,9 cm en
moyenne. L'analyse de la variance a révélé un effet
traitement, le sucrose a induit des racines de taille
supérieure  comparativement a la combinaison
saccharose + glucose. Par contre, aucune différence
n'a été observée sur la taille moyenne de l'explant
comparativement aux traitements. En ce qui concerne
le nombre de feuilles émises par explant de FHIA-01 au
cours de 45 jours d’enracinement en culture in vitro,
lanalyse de la variance n'a révélé aucun effet de
traitement (Tableau 1).

Tableau 1 : Effets des sources de carbone sur le nombre de racines néoformées par explant. Ceci au bout de 45

jours de phase d'enracinement en culture in vitro.

Traitements Doses Nombre de Nbre Nbre de Taille Taille explant
(9.1) racines bourgeons feuilles racines (cm)
(cm)
Témoin 0 8,6+4,2a 1,2+14b 44+10a 9,2+46a 50+12a
Sucrose 30 56+16b 1,3+1,7 ab 50+1,1a 7,7+4.7 a 40+1,2b
Glucose 31,71 53126 b 1,8+1,8ab 501£09a 7,1+29ab 3,908 b
Gluco+Sucrose 15, 8+15 6,6+2,1b 2,3t16a 46+1,0a  49+35b 45+1,1ab
ANOVA F=82S F=30S F=0,9NS F=58S F=69S
PPDS =19 PPDS = 1,1 PPDS =28 PPDS=0,7

Moyennes * Ecart-types. Pour chaque paramétre, les valeurs avec les mémes lettres ne sont pas différentes aprés

comparaison par Test Bonferronni au niveau 5%

De fagon générale, aucune différence n'est observée
entre les sources de carbone (saccharose et glucose)
sur les paramétres; nombre de racines induit par
explant, taille de 'explant, nombre de feuilles émises
par explant et nombre de bourgeons induit par explant
au bout de 45 jours d’enracinement en culture in vitro.

Effets des doses de saccharose sur I'induction de
la rhizogénése de FHIA-01: L'induction de Ia
rhizogenese était proportionnelle & 'augmentation de la
dose de saccharose. Le traitement a 20 g de
saccharose avait un nombre supérieur de racines que
les trois autres (p < 0,05 ; Figure 1).
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Figure 1. Effet des doses croissantes de saccharose sur l'induction de racines.

Les valeurs moyennes étaient respectivement de 8,6 £ racines exprimée en taille (cm) (p = 0,01 ; Figure 2).
4,2 (a); 5,6 £ 1,6 (b); 5,3 £ 2,6 (b); 6,6 £ 2,1 (b) pour Les valeurs moyennes étaient respectivement de 9,2
20 g, 15 g, 10 g et 5 g de saccharose. Une relation en 46 (a), 7,7 4,7 (a), 4,9+ 29 (b), 7,1 £ 3,5 (ab) pour
forme de U était constatée, les traitements a 20 g, 15 ¢ 20 g, 15 g, 10 g et 5g de saccharose.

et 5 g avaient influencé positivement la croissance de

10,0

Mean +- 1 SE Taille racine

Tesa

T T T T
20ail 15al 10a/L Sall
SUCRE

Figure 2 : Effet des doses croissantes de saccharose sur la taille de racines.

L’augmentation du nombre de bourgeons était inversement proportionnelle a I'augmentation de la concentration de
saccharose (p = 0,03 ; Figure 3).
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Figure 3 : . Effet des doses croissantes de saccharose sur la formation de bourgeon.

Les valeurs moyennes du nombre de bourgeons
étaientde 1,2+ 1,4 (b), 1,3+ 1,7 (ab), 1,8 £ 1,8 (ab) et
2,3 £ 1,6(a) respectivement pour 20 g, 159,10 get5g
de saccharose. Une relation en forme de U était
constatée pour le paramétre taille d’explant, les

traitements a 20 g et 5 g avaient influencé positivement
la croissance d'explant exprimé en taille (cm) (p =
0,01). Les valeurs moyennes étaient respectivement de
5+12(),4+12(b),39%08(b), 451,11 (ab)
pour 20 g, 15 g, 10 g et 5 g de saccharose (Figure 4).
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T
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Figure 4 : Effet des doses croissantes de saccharose sur la taille de FHIA-01.

Il ressort du tableau 2 que la taille d’explant, le nombre
de feuilles émises et de racines révélent des
corrélations négatives significatives avec les bourgeons
proliférés. Par contre, les autres paramétres ont montré

des corrélations positives significatives a I'exception du
nombre de bourgeons.
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Tableau 2 : Les corrélations des paramétres de croissance et de développement en présence des différentes

concentrations croissantes de saccharose

Taille Nombre Nombre
Bourgeon  Explants feuilles racines  Taille racine
Bourgeon Corrélation de 1 155 208 147 193
Pearson
Sig. (bilatérale) ,092 ,012 ,109 ,034
N 120 120 120 120 120
Taille Explants CoIrDreIatlon de 155 1 268" 506" 546"
earson
Sig. (bilatérale) ,092 ,003 ,000 ,000
N 120 120 120 120 120
Nombre Corrélation de . "
feuilles Pearson 228 268 1 ,084 118
Sig. (bilatérale) ,012 ,003 ,361 ,199
N 120 120 120 120 120
Nor_nbre Corrélation de 147 506" 084 1 452"
racines Pearson
Sig. (bilatérale) ,109 ,000 ,361 ,000
N 120 120 120 120 120
Taille racine Corrélation de 193 546" 118 452" 1
Pearson
Sig. (bilatérale) ,034 ,000 ,199 ,000
N 120 120 120 120 120

*. La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).

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

DISCUSSION

Pardos (1981) a montré que la diminution de la
concentration en saccharose ne modifie pas
significativement I'enracinement des bourgeons. Mais il
faut tout de méme signaler que suite a I'absence d’une
source de carbone dans le milieu d’enracinement, les
racines induites par les vitroplants issus du traitement
témoin étaient trés fragiles suite a leur petitesse. Ceci
pouvait rendre difficile, les manipulations de repiquage
en pots lors du transfert de vitroplants en serre
d’'acclimatation. Le méme constat a été fait pour le
Chéne-liege, ol la présence d'une source de carbone
parait indispensable (Manzanera & Pardos, 1990).
Haissing & Thorpe (1974) ont montré chez quelques
espéces ligneuses que lnitiation de la rhizogénése est
un processus qui nécessite beaucoup d'énergie et
utilise le saccharose comme source de carbone. Les
embryons  somatiques  d'olivier cv. 'Picholine
marocaine ' ont été obtenus sur les milieux de culture

contenant du saccharose (Brhadda et al, 2007).
Romano et al. (1995) ont également enregistré une
augmentation de bourgeons en passant de 1 & 4 % de
saccharose. Ces résultats traduisent un manque
d'affinité spécifique de FHIA-01 a un type de glucide
(saccharose ou glucose). Les résultats similaires pour
les autres sucres (fructose, glucose, sorbitol), ou il n'y a
pas eu de différences significatives en termes de
longueur des bourgeons ont été obtenus (Romano et
al., 1995; Belaizi & Boxus, 1995). Alors que pour
I'enracinement, le sorbitol (3 %) s'est avéré inefficace
tandis que le fructose (3 %), le glucose (3 - 6 %) et le
saccharose (6 %) ont donné 100 % de rhizogenése. Le
glucose a 3 et 6 % a donné un nombre de racines par
bourgeon supérieur par rapport au saccharose. Associé
au glucose, le fructose a été moins efficace que le
saccharose (Romano et al, 1995). Rugini (1995) a
trouvé que l'augmentation de 'osmolarité par le sorbitol
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inhibe la germination des embryons somatiques chez
certains cultivars d'olivier tel que ' Dolce agogia '. Chez
d'autres espéces comme le pécher, le glucose ou le
sorbitol ont donné de meilleurs résultats que le fructose
et le saccharose. Chez le céleri aussi, le mannitol
améliore la différenciation normale des embryons
somatiques et favorise la formation d'embryons
secondaires (Unnikrishnan et al., 1990). Ceci traduirait
des affinités spécifiques pour un type donné de sucre.

D'autres auteurs ont montré que le pourcentage
d'enracinement est stimulé par l'augmentation de la
concentration en sucres (Romano et al., 1995). Et que
le maximum de rhizogenése est obtenu en présence de
30, 40 ou 60 g/l de glucose ou 60 g/l de saccharose
chez la Chéne liége. Manzanera & Pardos (1990) ont
révélé que le pourcentage de bourgeons enracinés
ainsi que le nombre moyen de racines augmentent
avec la concentration en saccharose, mais que le
maximum dépend des clones. Par ailleurs, El Kbiach et
al., (2002) ont constaté que l'enracinement diminue
pour des concentrations inférieures et supérieures.
Cette amélioration de la rhizogénése enregistrée dans
cette étude, peut étre attribuée au type et a la
concentration de phytohormones associée a celle de la
source de carbone (Druart, 1995 ; Hobbie, 1998 ; Abrie
& Stadn, 2001; Compton et al., 2001). Par ailleurs, la
dose de 20 g/l appliquée au cours d’enracinement dans
cette étude, répond parfaitement a linduction de la
rhizogénese de FHIA-01. Aussi, elle rejoint la
concentration de saccharose généralement utilisée
pour linduction de racines en culture in vitro du
bananier (20 g/l) (Haicour, 2002). Le saccharose a 20
g/l apparait donc comme une dose bénéfique a
linduction de racines. Par contre, la concentration de
20 g/l de saccharoses a proliféré, un nombre de
bourgeons ou pousses inférieur comparativement a la
dose de 5 g/l de saccharose. Les concentrations
élevées de saccharose peuvent avoir des effets
négatifs sur la formation des embryons comme dans le
cas du géranium ou par exemple les concentrations 6 ;
9 ou 12 % empéchent la formation d'embryons
somatiques (Gill et al, 1993). Cependant, la
concentration de sucre de 20 a 30 g.' est
généralement  utilisée pour linduction et le
développement des embryons somatiques chez
plusieurs especes telles que la laitue (Han & Xi, 1989)
et le rosier (Rout et al, 1991). Mais aussi, chez
d'autres espéces, linduction et le développement des
embryons somatiques nécessitent un taux élevé de
saccharose tel que chez 'asperge (5 %) (Komura et al.,
1990) et le chrysanthéme (12-18 %) (May & Trigiano,

1991). Les résultats de cette étude sur le nombre de
bourgeons ou pousses néoformées peuvent étre liés
aux différents facteurs externes qui les englobent et les
milieux (notamment leur composition en régulateurs de
croissance et les sucres) et les conditions de cultures.
Dans ce cas la présence d’'une auxine (AlA) et les
faibles doses de saccharose. Ceci peut également
s'expliquer du fait que I'addition de 20 g/l de sucrose au
milieu de culture, a permis d'obtenir un nombre de
racines néoformées, élevées mais a diminué, le
nombre de bourgeons néoformés. Cette étude a mis en
évidence des corrélations négatives significatives du
nombre élevé de racines, de feuilles émises, la taille
d'explant avec la prolifération de bourgeons. Ceci dit,
plus l'induction racinaire est considérable moins est le
nombre de bourgeons néoformés. Pour la prolifération,
chez la Chéne liege, les meilleurs résultats ont été
enregistrés avec 3 ou 4 % de saccharose (Romano et
al., 1995). Le saccharose a 20 g/l donne les meilleurs
résultats sur l'induction de bourgeons du bananier (El
Kbiach et al., 2002). Par ailleurs, les résultats obtenus
dans cette étude, avec la dose de 15 et 20 g.I" de
saccharose sur le nombre de bourgeons néoformés par
explant, répondent parfaitement a I'objectif de I'essai.
L'effet dose peut avoir, une grande influence sur le
devenir morphogénétique des cultures. Dans ce cas,
I'exemple du tournesol est trés significatif, l'usage d'une
concentration de 1-2 % en saccharose peut orienter le
processus vers la voie de I'embryogenése somatique,
alors qu'une concentration de 3 % conduirait vers la
néoformation de bourgeons (Charniére, 1999).

Les explants issus du traitement a 5 g/l de saccharose
ont eu une croissance voisine de celle des explants
issus du traitement témoin (20 g/l de saccharose), a
I'opposé de celles des explants issus des traitements a
10 et 15 g/l de saccharose. Ceci s’explique du fait que
I'allongement est aussi favorisé par une diminution de
la concentration en saccharose (Mateille & Foncelle,
1989). En effet, plusieurs auteurs signalent qu'a travers
son interaction avec les régulateurs de croissance, le
contenu en saccharose du milieu de culture affecte la
croissance du cal et par la suite, I'embryogenese
somatique (Button, 1978; Ozias et al., 1983 ; Rugini,
1995). Le sucre est un ingrédient trés important du
milieu de culture. Les tissus organisés montrent une
meilleure croissance et prolifération aprés l'addition au
milieu d’'une source adéquate de carbone (Van den
Houwe et al, 1998; Rugini, 1988). Pierik (1987) a
signalé que le taux de photosynthése in vitro est faible
ou quasi nul. La source commune de carbone est le
saccharose, additionnée a des concentrations
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comprises entre 1 et 5 % ; de méme, le glucose et le
fructose sont amplement utilisés (Pierik, 1987). La
concentration de 20 g/l en saccharose qui est parmi les
concentrations qui ont induit une meilleure taille de
I'explant obtenue dans cette étude est aussi utilisée par
d’'autres auteurs pour la culture de Fraisier (Belkengren

CONCLUSION

L’enracinement de rlhybride FHIA-01 n'est pas
influencé par la source de carbone, le saccharose, le
glucose et leur combinaison ayant donné des effets
similaires.  Les  différentes  concentrations en
saccharose testées dans cette étude, il a été constaté
que 20 g.I" donnent le maximum de la rhizogénése
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