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RESUME

Objectifs: Evaluer l'influence de I'obscurité et de la formulation vitaminique sur la micro propagation de
deux cultivars de bananier plantain (Musa spp. AAB), en vue de produire a grande échelle de jeunes plants
de bananier.

Méthodologie et résultats : Des rejets de rang 1 (premier rejet a apparaitre et n'ayant pas subit d’inhibition
du pied mere) issus de plants des cultivars Orishele et Corne 1 ont été utilisés comme source d’explants.
Ces explants sont constitués des bourgeons apicaux prélevés a partir de rejets conserves ou non. Deux
cycles photopériodiques et deux formulations vitaminiques ont été testés pour la production en masse de
plants. Les explants de rejets conservés ont exprimé des taux de contamination et de nécrose importants
chez le cultivar Corne1. Chez ces deux cultivars, le nombre moyen de bourgeons a été plus important en
présence des vitamines Morel en condition d’obscurité avec 13,49+2,63 chez Orishele et 10,33+2,35 chez
Corne 1 en soixante jours.

Conclusions et application des résultats : Les résultats obtenus montrent que les rejets de rang 1 utilisés
apres récolte sont favorables a ['initiation de la culture in vitro de bananier plantain. L’obscurité a amélioré
de maniére significative la prolifération in vitro. La prolifération est précoce dans nos conditions
expérimentales et accroit par conséquent le nombre de pousses utilisables pour la production de matériel
végeétal. L'étude au champ des plants produits a partir de ces deux photopériodes permettra de vérifier leur
conformité et de valider cette méthodologie pour la multiplication in vitro du bananier plantain. Ainsi, des
plants sains, vigoureux et homogénes seront régulierement mis a la disposition des paysans. En outre,
lutilisation des traitements chimiques (nématicide et insecticide) et hormonal, pour 'amélioration de la
qualité du fruit et la précocité de la floraison, sera considérablement réduite.

Mots clés: Musa AAB, rejet écaille, micropropagation, obscurité, vitamines.

1675



Kone et al. J. Appl. Biosci. 2010. Effet de photopériode et vitamins sur la micropropagation du bananier

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the influence of darkness and vitamin formulation on micropropagation of two plantain (Musa
sp. AAB) cultivars.

Methodology and results: Sucker at position 1 (the first sucker to emerge from the mother plant) of plantain cultivars
Orishele and Corne 1 were used as source of explants. The explants consisted of the apical buds taken from corms
that had been preserved or freshly harvested. Two photoperiod cycles and two vitamin formulations were tested for
the mass production of seedling. Explants from the preserved corms expressed higher rates of contamination and
necroses in cultivar Corne1. In both cultivars, the average number of shoots was more in the presence of the Morel
vitamins under darkness, with 13.49+2.63 in Orishele and 10.33£2.35 in Corne 1 in sixty days.

Conclusions and application of findings: These result showed that corms of rank 1 are more favourable to the
initiation of in vitro culture of banana plantain when used immediately after harvest. Darkness improved in vitro
proliferation significantly and proliferation occurred earlier. Field studies are proposed using seedlings produced
using the tested methods to validate this methodology of in vitro multiplication of plantain which will deliver healthy,
vigorous and homogeneous seedlings to farmers and also reduce the use of the chemical pesticides (nématicide and
insecticide) and hormonal treatments in banana production.

Keys words: Musa AAB, buds scales, micropropagation, darkness, vitamins.

INTRODUCTION

La banane plantain (Musa AAB) constitue un
aliment de base traditionnel trés important en Céte
d’lvoire. Elle occupe le 4¢ rang des produits
vivriers en termes de consommation apreés le riz, le
manioc et ligname (ANADER, 2009). Cest la
principale source alimentaire pour plus de 400
millions de personnes a travers le monde et
particuliecrement dans les pays tropicaux (Jones,
2000). La plante représente aussi une source
substantielle de revenus pour de nombreuses
populations rurales et urbaines. Elle est
généralement produite en culture de case ou en
association avec d’autres cultures (ligname, le
manioc, l'aubergine ou les cultures industrielles
telles que le café et le cacao). L’association est la
principale forme de production de la banane
plantain (Nkendah & Akyeampong, 2003). La
monoculture, rarement pratiquée est effectuée sur
de petites surfaces.

La plupart des cultivars de banane
produise des fruits aspermes. Leur propagation se
fait & partir de rejets issus de la plante mére et qui
constituent le matériel de plantation classique.
Cette voie de multiplication naturelle est lente,
laborieuse et produit des rejets en quantité réduite
et surtout de faible qualité phytosanitaire. En outre,
il est difficle dobtenir des rejets dont la
disponibilité est due aux variations climatiques. Ce
manque de matériels végétal de qualité sanitaire

satisfaisante constitue une contrainte majeure pour
I'extension et la pérennisation des plantations de
bananiers dans de nombreux pays.
Les techniques de régénération in vitro chez les
Musacées ont largement été utilisées comme
méthodes  alternatives & la  propagation
traditionnelle.  Ces  derniéres  années, |la
propagation de la banane a partir de culture de
tissu a connu un essor a cause de I'aptitude de
cette technique a produire du matériel
génétiquement uniforme et sain. Cependant,
certaines  instabilités  génétiques ont été
rencontrées chez les plantes régénérées a partir
de cals, a la suite de subcultures répétées ; de
culture de protoplastes ou de suspensions
cellulaires (Assani et al. 2002 ; Strosse et al. 2006
et 2008). L'organogénése directe a partir de
méristemes apical serait indiquée pour assurer
une micropropagation destinée a la production
commerciale de plants de bananier plantain. Par
ailleurs, cette voie permet d'obtenir des plantes
saines, indemnes de maladies et génétiquement
plus stables (Afza et al. 1996). Les bananiers
obtenus a partir de culture de tissus ont un cycle
précoce et un rendement élevés par rapport a
ceux issus de la multiplication naturelle (Adelaja,
1995).

Plusieurs travaux ont été réalisés sur la
multiplication du bananier a partir dapex
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(Ganapathi et al. 1995). La stimulation de la
multiplication des pousses par la variation du type
et de la concentration des régulateurs de
croissances et des sources de carbones ont été
rapportés par Madhulatha et al. (2006) et Michael
et al. (2006). Novak et al. (1990) et Mbanaso et al.
(2006) ont effectué des incisions sur l'apex de
Musa afin de stimuler la production en masse de
pousses. D'autres auteurs ont adaptés divers
types de Dbioréacteurs ou des systémes
d’'immersion temporaire pour augmenter les taux

MATERIEL ET METHODES

Matériel végétal : Le matériel végétal est constitué de
deux cultivars de bananiers plantain de type faux
corne : Orishele et Corne 1 (Musa AAB). Ces bananiers
sont cultivés sur la parcelle expérimentale de
I'Université d’Abobo-Adjamé. Les rejets écailles de
rang 1 (premier rejet a apparaitre et n'ayant pas subit
d’inhibition du pied mére) prélevés sur les bananiers
ont été utilisés comme source d’explants.

Prélevement des rejets et préparation des
explants : Afin de disposer de suffisamment de rejets
pour réaliser les expérimentations, le prélévement
progressif et la conservation du matériel de culture ont
été entrepris. Dans cette partie de I'étude, il était
important de savoir l'influence de la conservation
des rejets sur les réponses des explants a la phase
d’initiation. Les rejets écailles séparés du pied mére ont
alors été répartis en deux lots. Les rejets du premier lot
ont été immédiatement utilisés. Ceux du second lot ont
été conservés au laboratoire a une température de
21£2°C et une humidité relative de 35 a 40 %,
pendant deux a trois jours avant leur utilisation.

Les rejets ont successivement été lavés a
leau de robinet, puis avec un savon liquide Multi-
usages (SUPER CLEAN, SIPRO-CHIM) pendant 10
min. Aprés le lavage, les rejets ont été parés avant de
subir un bain d'éthanol a 70° (viv) pendant 30
secondes. Ensuite, ils ont été immergés dans une
solution d’hypochlorite de calcium (Madhulatha et al.
2006) 7% (m/v) contenant 0,1% (v/v) Tweens 20,
pendant 30 minutes. Au bout des 30 minutes de
désinfection, les organes ont été rincés trois fois
successivement avec de l'eau distillée stérile, puis
a nouveau épluchés de sorte a obtenir des
cylindres de dimensions 1x0,5 cm (présence
d’ébauche foliaire) ou 0,5x0.25 cm (méristéme nu).
Initiation des cultures : Les explants ont été placés

de multiplication des plants de bananiers (Lorenzo
et al, 1998; Etienne & Betthouly, 2002;
Matsumoto & Kaizer-Brand&o, 2002).

Toutefois, aucun de ces rapports n'a
signalé linfluence de la photopériode et de la
formulation vitaminiques sur les potentialités de la
micropropagation du bananier plantain. L'objectif
de la présente étude a été d'évaluer 'influence de
l'obscurité et de la formulation vitaminique sur la
micropropagation de deux cultivars de bananier
plantain (Musa spp. AAB).

sur le milieu de base MS (Murashige & Skoog, 1962)
contenant 1,238 mg/l de NH:NO;, 80 mg/l d'acide
ascorbique et 30 g/l de saccharose. Ce milieu
supplémenté avec la BAP (N8-Benzylaminopurine, 2
mg/l) a été solidifié avec 'agar (5 g/l). Les cultures ont
été incubées dans une salle de culture & I'obscurité
continue pendant une semaine avant d’étre exposées
sous une intensité lumineuse de 30-40 pmol m2s.
Une photopériode de 12 h et une température 29+1°C
ont été fixées. Aprés quatre semaines de culture, les
réponses des explants en termes de taux de
contamination et de nécrose ont été évaluées. Apres la
phase d'initiation, les explants viables ont ainsi été
utilisés pour étudier leur aptitude a induire des
bourgeons.

Phase de multiplication : Les explants viables ont été
transférés sur le milieu de base MS additionné de
NH4NOs (1,238 mg/l), d’adenine hemisulfate (80 mgl/l),
de saccharose (30 g/l) et d'acide ascorbique (80 mgl/l).
Une concentration élevée de BAP (5 mg/l) a été utilisée
et le milieu a été solidifié avec de l'agar (5 g/l). Au
cours de cette phase, leffet de deux formulations
vitaminiques a été déterminé. Il s'agit des vitamines MS
(Murashige & Skoog, 1962) et celles de Morel (1950).
Par ailleurs, les cultures ont été soumises & deux
photopériodes. Il s'agit de I'obscurité continue et d'une
photopériode de 12 heures. Pour chaque traitement, 15
explants / formulation vitaminique / photopériode ont
été réalisées. Les expériences indépendantes ont été
répétées trois fois. Aprés 8 semaines de culture, la
fréquence d'induction des bourgeons et le nombre
moyen de bourgeons par explants ont été déterminés.
Elongation et enracinement des pousses feuillées :
Les bourgeons induits ont été séparés des explants
puis transférés sur un milieu de méme composition que
celui de la phase d'initiation. Toutefois, pour lutter
contre le phénoméne d’oxydation des milieux, le
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charbon actif (2 g/l) a été utilisé. Les cultures ont été
placées sous deux photopériodes différentes. La
premiére condition est composée de deux semaines
d’obscurité, afin de stimuler le développement des
bourgeons, suivie d'une photopériode de 12 h. Dans la
deuxiéme, les cultures ont été soumises a une
photopériode de 12 h pendant toute la durée de cette
phase. Le taux de rhizogénése et la taille des pousses
feuillées ont été estimés aprés 6 semaines de culture.
Chaque traitement a été répété trois fois, a raison de
50 plants par traitement.

Acclimatation des plantules développées : Pour le
sevrage, les plantules avec un systéme racinaire bien
développé ont été utilisées. Les racines ont été rincées
a l'eau afin d’éliminer toute trace de milieu de culture.
Ensuite les plants ont été transférés dans un premier
temps dans des pots contenant du sable stérilisé. Les
pots ont été placés dans le milieu naturel sous un
abri recouvert d'un film en plastique transparent et
contenant des mousses constamment humidifiées. Un

RESULTATS

Phase d'initiation des cultures : Cette phase a eu
pour but de sélectionner les explants viables, sain et
appropriés pour induire la formation multiple de
bourgeons. Les contaminations bactériennes et /ou
fongiques et la nécrose des explants ont été les
principaux facteurs limitant de cette phase.

Au cours de cette étape indispensable a la réussite de
la culture, le brunissement des milieux de culture
résultant de la sécrétion de composés phénoliques par
les explants a aussi été observé. Les contaminations
observées lors des cultures ont essentiellement été
bactériennes. Le succés de cette phase a été apprécié
par l'estimation des taux de contamination et de
nécrose des explants. Les analyses statistiques
réalisées ont révélé un effet cultivar et un effet état
physiologique des explants (P=0,000356, Tableau 1)
pour le taux de contamination. Le taux de
contamination a aussi été influencé par linteraction
état x taille des explants (P= 0,001838, Tableau 1).

arrosage régulier a été effectué a laide dun
pulvérisateur a fine gouttes. La température sous I'abri
a été de 32 °C et 'humidité relative a variée de 70 a 80
%. Aprés 3 semaines, les plantules ayant émis une
nouvelle feuille ont été transférées dans des sachets de
dimensions 26,5 x 23,5 cm contenant un mélange de
sable, de 'humus et couche arable du sol de forét et de
fiente de volaille dans les proportions 1:2:1 (v/viv).
Deux mois aprés le transfert, la réussite de la phase
d’acclimatation a été appréciée par 'estimation du taux
de survie des plants sevrés.

Analyses statistiques : Pour toutes les expériences
réalisées, le logiciel STATISTICA 6.0 a été utilisé pour
les analyses statistiques. Les tests d’homogénéités de
variance a deux ou trois facteurs de classification on
été réalisés afin de savoir s'il y avait une différence
entre les facteurs étudiés. Lorsqu'une différence a été
observée, le test des rangs multiples de Newman-Keuls
au seuil de 5 % a été réalisé pour séparer les moyen.

L’analyse des résultats indiqués sur la Figure 1 a
montré que quelque soit la taille de lexplant, la
conservation a augmenté leur taux de contamination.
Les explants de grande taille (1 x 0,5 cm) ont été les
plus contaminés. Les taux de contamination les plus
élevés ont été observés avec le cultivar Corne 1. Les
explants issus de rejets non conservés ont présenté
moins de contamination voire méme aucune chez le
cultivar Orishele lorsque la taille a été réduite (0,5 x
0,25 cm).

La nécrose des explants n'est pas liée au
cultivar (P=0,536024, Tableau 1) mais plutét a I'état
des rejets (mode de conservation) et a la taille des
explants (P=0,00159). Les explants provenant de rejets
conservés ont exprimé un taux de nécrose plus
important que ceux issus de rejets non conservés. Les
taux de nécroses ont statistiquement été identiques
pour les explants issus de rejets non conservés
quelque soit la taille de [lexplant (Figure 2).

Tableau 1: Niveau de probabilité (P) calculée pour les différents tests d'analyses pour chaque caractére étudié

suivant la source de variation

Source de variation
Cultivars | Photopériode | Vitamines | Interaction | Interaction | Interaction | Interaction
Caractéres (1) (2) (3) (1-2) (1-3) (2-3) (1-2-3)
Taux de
Contamination 0,000356 | 0,000356* |0,846988* | 0,341395 | 0,564512 | 0,001838 | 0,341395
Taux de Nécrose 0,536024 | 0,001590* |0,001590* | 0,133410 | 0,755918 | 0,133410 | 0,536024
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Temps de Latence <0.0001 <0.0001 <0.0001 | 0,000723 | 0,626364 | <0.0001 <0.0001

Nombre de

bourgeons /explant <0.0001 <0.0001 <0.0001 | 0,491000 | 0,491000 | <0.0001 <0.0001

Taux d’enracinement | 0,125176 | 0,075097 | 0,708406 | 0,925350 | 0,925350 | 0,007705 | 0,708406
Hauteur moyenne

des plantules 0,002760 |  <0.0001 <0.0001 | 0,344059 | 0,000189 | <0.0001 | 0,442741
Taux de survis 0,005397 | 0,625055 | 0,078471 | 0,716130 | 0,445632 | 0,227760 | 0,969968

*: les valeurs de sources de variation sont obtenues pour I'état physiologique et la taille des explants pour les

paramétres taux de contamination et de nécrose

Phase de multiplication : Le taux de régénération des
bourgeons a été supérieur a 96 % dans nos conditions
expérimentales pour tous les traitements. Il a varié de
99 a4 100 % a lobscuritt (Tableau 3). L'analyse
statistique a révélé une différence de réactivité
dépendante du cultivar, de la photopériode et de la
formulation vitaminique (P<0,0001, Tableau 1). Sur
tous les milieux de culture utilisés, I'apparition des
bourgeons chez les cultivars a été observée dans un
délai plus réduit en condition d’obscurité par rapport a
la photopériode. Quelque soit la condition de culture

adoptée, les explants du cultivar Orishele ont induit
plus facilement des bourgeons comparativement a
ceux du cultivar Corne (Tableau 2).

Les bourgeons formés en photopériode de 12 h
sont pris en masse et donc difficilement
individualisables contrairement aux bourgeons
induits a l'obscurité. Cependant, les bourgeons
développés a 'obscurité sont plus développés que
ceux obtenus en photopériode de 12
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Figure 1: Effet des dimensions des explants et de
I'état physiologique (traitements) des rejets sur le taux
de contamination des explants des cultivars orishele et
corne 1 & l'initiation

Figure 2: Effet des dimensions des explants et de
I'état physiologique (traitements) des rejets sur le taux

Figure 2

de nécrose des explants des cultivars orishele et corne
1 a linitiation

Legend: D1=dimension 1x0,5 cm; D2=dimension
0,5x0,25 cm; Des lettres différentes indiquent des
différences significatives au seuil de 5 %, selon le test
de Newman-Keuls. (Moyenne + écart type)
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Tableau 2 : Temps moyen (en jour) pour observer l'induction de bourgeons chez les cultivars Orishele et Corne 1 de
bananier plantain sur les milieux de culture enrichis des formulations vitaminiques de MOREL et Murashige et Skoog
en condition de 12h photopériode et d'obscurité continue.

Orishele Corne 1
Vitamines Obscurité Photopériode Obscurité Photopériode
MOREL 11,96+ 2,29 ¢ 13,07+1,68f 16,36 +1,98 ¢ [18,31+3,21¢
MS 18,313,074 20,53 +246¢ 216+£215° 264+172

Dans une méme ligne et dans une méme colonne, les chiffres suivis de la méme lettre sont statistiquement

identiques au seuil de 5%, selon le test de Newman-Keuls. (Moyenne + écart type)

Les explants ont présenté des formations
globulaires a leur base. Ces formations ont un
aspect blanchatres a I'obscurité et jaune verdatre a
la lumiére.

Deux types de bourgeons ont été induits. Le
premier type de bourgeons (bourgeons axillaires) a
été induit a la base des explants (Figure 3). Ces
bourgeons ont une évolution rapide. Les second
type, représentant les bourgeons adventifs ont été
induits a I'extrémité des explants. De nombreux
bourgeons a faible croissance apparaissent alors a
la surface de l'explant (Figure 4). La fréquence
d’induction des bourgeons axillaires a été de 65%
chez le cultivar Corne 1 et de 20 % chez Orishele
quelle que soit la formulation vitaminique pour des
explants placés a I'obscurité. A la photopériode 12
h, il y a eu une forte induction de bourgeons
axillaires dont 68 % pour Orishel et 66 % pour
Corne 1.

Les analyses statistiques ont révélé des différences
hautement significatives pour ce qui concerne I'effets
cultivar, photopériode, vitamines, et les interactions
photopériode x vitamines et les trois facteurs (P<0,001,
Tableau 1). Le résultat (Tableau 3) a montré que chez
les deux cultivars Orishele et Corne 1, le nombre
moyen de bourgeons a été élevé en présence des
vitamines Morel en condition d'obscurité avec,
respectivement, 13,49+2,63 et 10,33+2,35 bourgeons
par explant. Sur le milieu enrichi avec les vitamines
MS, le nombre moyen de bourgeon par explant du
cultivar Orishele a été plus élevé sous la photopériode
12h. Toutefois, les analyses statistiques n'ont pas
révélé de différence significative. Le cultivar Corne 1
donne de bon résultat & obscurité quelle que soit la
formulation vitaminique utilisée avec un nombre moyen
de bourgeons /explant de 8,89 £ 3,08 en présence des
vitamines MS et de 10,33 + 2,35 avec les vitamines de
Morel (Tableau 3).

Tableau 3 : Régénération (%) et le nombre moyen de bourgeons / explant chez les cultivars Orishele et Corne 1 de
bananier plantain, produits sur milieux de culture enrichis des formulations vitaminiques de MOREL et Murashige et
Skoog en condition de 12h photopériode et d'obscurité continue.

Orishele Corne 1
Condition de % Nombre de bourgeon | % Nombre de bourgeon
Vitamines culture bourgeons Jexplant bourgeons Jexplant
MOREL Photopériode 98 6,09+ 1,614 97 6,75+ 1,86¢
Obscurité 100 13,49+ 2632 99 10,33+2,35 b
MS Photopériode 96 916 +£2,72¢ 98 527+ 213¢
Obscurité 100 822+332 ¢ 100 8,80+3,08 ¢

Dans une méme ligne et dans une méme colonne, les chiffres suivis de la méme lettre sont statistiquement

identiques au seuil de 5%, selon le test de Newman-Keuls. (Moyenne + écart type)
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Bourgeon

Apex
apical

Figure 3 : Formation de bourgeons axillaire chez le
cultivar Orishele en condition d’obscurité continue.

Enracinement et élongation des pousses feuillées :
Pour toutes les conditions de culture, les taux
d’enracinement ont été supérieurs a 50 % (Tableau 4).
Les taux d’enracinement ont varié de 55 a 78 % pour
les vitamines de MS et de 63 a 73 % pour Morel.
Aucune différence statistique n’a été observée entre
ces valeurs. Toutefois, les meilleurs taux
d’enracinement observés sont 78+07 % et 7103 %
respectivement chez Orishele et Corne 1, sur les
milieux enrichis avec les vitamines MS aprés 2
semaines a l'obscurité. Lorsque I'enracinement a été
effectué sur le milieu enrichi des vitamines Morel, le

Figure 4 : Formation de bourgeons adventifs chez le
cultivar Orishele en condition d’obscurité continue.

taux d’enracinement a été élevé en photopériode 12 h
avec les taux de 73116 % et 66+08 %, respectivement,
chez Orichele et Corne 1.

Les hauteurs des plants pour tous les
traitements ont été significativement différents (P< 5%,
Tableau 5). Les plantules de grande tailles ont été
observées sur les milieux enrichis avec les vitamines
MS quelque soit le cultivar et le mode d'éclairement.
Cependant, la taille des plantules a été plus importante
lorsqu’elles ont séjourné deux semaines a I'obscurité
avant d'étre transférées sous la photopériode 12 h.

Tableau 4: Effet des formulations vitaminiques de MOREL et Murashige et Skoog sur le pourcentage (%)
d’enracinement des bourgeons chez les cultivars Orishele et de Corne 1 (Musa AAB) aprés 45 jours de culture

Orishele Corne 1
Vitamines 2 Semaines Obscurité Photopériode 2 Semaines Obscurité Photopériode
+ Photopériode + Photopériode
MOREL 68 £ 02 2 73+16 2 63+05 2 66 + 08 2
MS 7807 2 59+ 11 2 71+£03 2 55+08 2

Dans une méme ligne et dans une méme colonne, les moyennes suivies de la méme lettre indiquent qu'il n'y a pas
de différence significative au seuil de 5 %, selon le test de Newman-Keuls. (Moyenne + écart type)
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Tableau 5: Effet des formulations vitaminiques de MOREL et Murashige et Skoog sur la hauteur (en cm) des
plantules des deux cultivars Orishele et Corne 1 de bananier plantain, 45 jours aprés enracinement.

Vitamines Orishele Corne 1
2 Semaines Obscurité Photopériode 2 Semaines Obscurité Photopériode
+ Photopériode + Photopériode
MOREL 1,94+0,73¢ 1,95 + 0,80¢ 1,91+0,71¢ 1,89+1,01¢
MS 3,270,912 2,62 1,225 3,790,822 2,93 + 0,600

Dans une méme ligne et dans une méme colonne, les chiffres suivis de la méme lettre sont statistiquement

identiques au seuil de 5%, selon le test de Newman-Keuls. (Moyenne + écart type)

Acclimatation des plantules régénérées : Le taux de
survie des plantules a été déterminé lorsque les plants
ont été transférés au champ. Les taux de survie des
plants enracinés deux mois aprés sevrage n'ont pas
présenté de différences significatives (Tableau 6). Ces

taux ont variés de 44 2 62 %. Le taux le plus élevé (62
%) a été observé avec le cultivar Orishele a partir de
bourgeons développés sur milieu enrichi avec les
vitamines MS.

Tableau 6: Taux (%) de survis des plants des deux cultivars Orishele et Corne 1 de bananier plantain enracinés

deux mois aprés sevrage.

Vitamines Orishele Corne 1
2 Semaines d'obscurité Photopériode 2 Semaines d'obscurité Photopériode
+ Photopériode + Photopériode
MOREL 55+ 142 59 +11a 44 £ (08 2 45+062
MS 62+142 58 122 57+12 2 50+ 102

Dans une méme ligne et dans une méme colonne, les moyennes suivies de la méme lettre indiquent qu'il n’y a pas
de différence significative au seuil de 5 %, selon le test de Newman-Keuls. (Moyenne + écart type)

DISCUSSION
L'utilisation d’explants de grandes dimensions issus de
rejets conservés a entrainé un taux de contamination
élevé. En culture in vitro du bananier, la taille des apex
utilisés peut varier de 0,1 @ 10 mm (Jones, 1987 ;
Lopez-Aranda et al. 1994 ; Nehra et al., 1994). Youmbi
& Ngaha (2004) ont utilisé des explants de taille 1 x 0,8
cm. lls ont obtenu des taux d'infection de l'orde de
30%. Ces auteurs ont suggéré que les faibles taux
d’infections seraient dus a la petite taille des explants
ensemencés. Ce résultat est similaire a nos
observations. De méme, Boxus (1977) a montré que
les plantes cryoconservées exprimaient un taux élevée
d’infections internes. De plus, Mc Grew (1980) a
remarqué des différences dans les niveaux de
contamination en fonction des variétés et de la saison
de I'année a laquelle a lieu le prélévement des apex.
Nos résultats suggérent que les infections
internes du matériel ne pourraient étre éliminées par
stérilisation superficielle. Toutefois, une stérilisation en
profondeur aurait pour conséquence la destruction du
méristéme et donc la mort de I'explant. Pierik (1987) a

préconisé l'utilisation de culture de méristémes et
I'ajout d'antibiotigues au milieu comme étant deux
techniques efficaces. Le taux élevé de contamination
des explants issus de rejets conservés serait di au
faite que les bactéries pénetreraient dans les interstices
des cellules a la recherche de condition d’humidité
favorable a leur prolifération et a la recherche de
nutriment. Ce taux serait également dii a la sensibilité
du cultivar corne 1 aux parasites bactérien du sol. Les
rejets conservés mettraient en place des mécanismes
de mobilisation des composés secondaires tels que les
phénols qui assureraient leur protection.

La nécrose des explants constitue dés lors
une entrave majeure dans la réussite de la culture in
vitro du bananier plantain. Le taux de nécrose des
explants de petite taille est élevé. Cette nécrose serait
due & la production des produits d'oxydation
phénoliques. Ces composés produits dans les tissus
blessés ou agressés vont déverser leurs contenus
phénoliques dans le milieu de culture (Gupta, 1986 et
Foyer et al.1994). Ceux-ci vont s’oxyder et produire des
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composés bruns. Ces composés envahissent
rapidement I'explant de petite taille qui s’asphyxie et se
nécrose. Les explants de grande taille n'auront pas
toutes leurs cellules envahis, et pourront cependant
développer des mécanismes qui leur permettraient de
résister a la présence de ces produits indésirables.

Les réponses a l'organogénése des explants

de Orishélé et de Corne 1 ont été évaluées au cours de
la phase de prolifération. Le temps mis pour l'induction
des bourgeons différe selon les cultivars. Il a été plus
court pour le cultivar Orishélé que pour le cultivar
Corne 1. Ces observations supposeraient un effet
cultivar.
La présence de ces deux types de bourgeons a été
observée chez ces deux cultivars de génotype AAB.
Ces résultats ont déja été observés par Banerjee & De
Langhe (1985); Novack et al.( 1990) et Kwa (1993).
Ces auteurs ont attribué l'existence des bourgeons
adventifs au génome B (balbisian). La prolifération chez
Orishele a l'obscurité a été caractérisée par une forte
proportion de bourgeons adventifs.

Les globules ronds, de structures blanchéatres
(a 'obscurité) et jaune verdatre (a la lumiére) ont déja
été décrits par Vuylsteke & De Langhe (1984). Les
bourgeons axillaires ont été observés a la base de
I'explant initial au détriment des bourgeons adventifs.
Selon Kaw (1993), les différences observées sur un
méme type d’explant seraient liées au site de formation
du bourgeon d'une part, & I'exploitation variable de
leurs potentialités morphogénétiques en culture in vitro,
plus précisément a 'AGMA (Activité Globale du
Méristéme Apical) ou a I'absence d’une synchronisation
de ce processus, d’'autre part.

Cependant, la formation des bourgeons,
solliciterait deux champs morphogénétiques. |l
existerait alors, suivant les variétés, un champ
internodal (au niveau du " V " former par les marges
d’'une gaine foliaire) et un champ nodal (a I'intérieur ou
sur toute la largeur du nceud d'une feuille axillaire). Ces
champs sont latents ou actifs pendant la vie de la
plante et selon les variétés (Kwa, 1993). Hamilton
(1965), Zryd et al. (1989) et Domergue (1990) ont
montré que la formation des bourgeons adventifs a été
observée suite a des traumatismes (blessure ou
sections) intervenus au niveau dun champ
morphogéne. La formation des deux types de
bourgeons a été observée chez ces deux cultivars mais
préférentiellement, les bourgeons adventifs ont été
observés chez Corne 1. Ce résultat a déja été rapporté
par Kwa (1990) chez les Faux corne et Corne. Les sites
morphogénes de formation des bourgeons seraient

activés ou mis en dormance selon que I'explant soit ou
non dans des conditions favorables qui pourraient
déclencher la formation des bourgeons.

Le nombre moyen de pousses par explant
dépendrait non seulement des formulations
vitaminiques auquel les explants ont été soumis, mais
aussi de la photopériode. La production efficiente de
pousses in vitro a fait I'objet de nombreuses études
chez les monocotylédones et les dicotylédones (Konan
et al, 1997 ; Srivatanakul et al., 2000 ; Sticklen &
Oraby, 2005). Toute fois, tous les systemes de
régénération semblent avoir en commun une premiére
période de prolifération des méristemes axillaires qui
est caractérisée par un taux relativement faible de
multiplication de pousses. L'apparition des pousses
adventives est précédée par l'augmentation des démes
méristematique mis en culture. Cependant, quelques
génotypes ou méme espéces ne peuvent pas
surmonter cette période initiale de la multiplication
plutdt lente et semble é&tre récalcitrante pour la
formation adventive de pousses dans les conditions in
vitro (Gomes & Canhoto, 2003 ; Monteuuis, 2004). Nos
résultats sont contraires a ceux de Strosse et al. (2008)
qui ont montré que Musa a été extrémement
récalcitrante a la formation adventive de pousse. Nous
attribuons ce fait & la variété et aux différentes
conditions de la culture. L'obscurité limite I'oxydation
des composés phénoliques et optimise I'expression des
phytohormones. Ceci impliquerait que I'obscurité
réduirait la dominance apicale de la pousse primaire et
favoriserait par conséquent la prolifération du tissu
méristematique.

Une premiere indication soutenant cette
hypothése a été le taux relativement faible de
multiplication et la présence de composés phénoliques
remarquable lorsque les explants ont été incubés en
photopériode 12 h. Deuxiemement, le nombre moyen
de pousses par explant a généralement été deux a trois
fois plus élevé quand les explants ont été inoculés sur
un milieu enrichi avec les vitamines Morel et placé a
I'obscurité. Troisiemement, le temps mis par les
explants sur les milieux de multiplication aurait favorisé
la dédifférenciation des tissus qui a conduit a la
formation de bourgeons adventifs.

Selon Strosse et al. (2008), la détermination
de lorigine axillaire et/ou adventive aux endroits
prédéterminés des bourgeons initiaux  serait une
indication  importante selon les applications. La
propagation a partir de bourgeons axillaire (méme si
elle ne donne pas des taux élevées pour certains
cultivars) est avantageux afin de réduire les risques de
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variation somaclonale (George, 1993). En revanche, le
déclenchement de la formation adventive de pousses
pourrait améliorer de maniére significative I'efficacité de
transformation (Zhang et al., 1999). Le fait que les
cultivars de bananier se composent de tissus
meristematiques moins homogénes que chez certaines
céréales pourrait expliquer l'origine différente des
pousses multiples chez les plantes (Strosse et al.
2008).
Le taux d’enracinement a été élevé sur les milieux
enrichis avec les vitamines MS et placé 2 semaines a
l'obscurité avant de subir une photopériode de 12 h,
mais il n'atteignant pas les 80 % d’enracinement. Il faut
cependant remarquer que I'apparition des racines est
rapide a I'obscurité. Toute fois, la qualité des pousses
est affectée par I'obscurité en raison de leur étiolement.
Ce qui est réversible dés le passage en photopériode
12 h. Le passage a deux semaines d'obscurité
permettrait linitiation rapide des racines. Il apparait
donc que l'auxine endogéne produit par la plante
pourrait étre plus active lorsque les plantules
séjournent a l'obscurité. Le facteur limitant de I
enracinement serait la lumiére (Mateille & Foncelle,
1989) en I'absence d’auxine exogéne. Ces auteurs ont
également montré que l'obscurité permettait une
meilleure qualité de I'enracinement.

Cependant, le charbon actif, connu pour ses
effets adsorbants des régulateurs de croissance in vitro
(Wheatherhead et al., 1979), diminuerait la survie des

CONCLUSION

La culture in vitro de bananier plantain reste un
challenge pour les pays tropicaux en développement
ou le probléme de la sécurité alimentaire se pose avec
acuité. Les rejets de rang 1 immédiatement utilisés
aprés récolte éviteraient des taux élevés de perte lors
de [l'initiation des cultures. Au cours de la phase de
multiplication, les explants doivent étre ensemencés
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