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Résumé

Différentes balances hormonales ont été évaluées
afin de proposer un milieu de prolifération
permettant de multiplier efficacement [I'hybride
FHIA-01 en culture in vitro. Les principaux résultats
obtenus sont: l'inhibition presque compléte de la
prolifération par la BAP; Tlinhibition totale de
I'’enracinement par la concentration de 10 uM
BAP+10 uM MemTR, [I'amélioration de Ila
prolifération moyenne de 5,4 bourgeons/explant de
I'hybride FHIA-01 par I'ajout au milieu de culture de
cette méme concentration. L'ajout de MemTR
explique l'efficacité de la balance hormonale sur la
prolifération de bourgeons. Pour parvenir a ce
méme résultats, en se servant de I'AIA comme
source auxinique, il faut un apport d'au moins de 1
UM/I. Dans cette étude, on est parvenu a choisir un
certain nombre de facteurs liés aux conditions
d'expérimentation; tel que la lumiére et I'obscurité
qui semblent étre nécessaires a l'organogenése de
FHIA-01. La culture devrait étre placée 15 jours a
I'obscurité et 15 jours a la lumiére.

Introduction

Beaucoup de cultivars de Musa sont multipliés par
organogenese directe a partir de bourgeons
axillaires ou méristemes apicaux en culture in vitro
(22).Cette technique a permis la propagation en
grand nombre des différentes variétés de bananier
et de plantain, permettant de multiplier et de
distribuer a grande échelle des plants sains,
exemptes de toute maladie, (12). Aujourd’hui, on
sait que le génotype a une influence sur l'efficacité
de la propagation in vitro. Il est donc nécessaire,
lorsque de nouvelles variétés ou des clones
hybrides sont introduits dans les programmes de
production, d'adapter les techniques de micro
propagation (4). Afza et collaborateurs ont
remarqués des différences considérables entre
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Effects of Different Hormonal Balances on the
Micropropation of Cv. Hybrid FHIA-01 (Musa
sp.)

Different hormonal balances were evaluated to
develop a growth medium to effectively multiply the
FHIA-01 hybrid in vitro The most striking results of
this study are: the almost complete inhibition of the
shoot proliferation by BAP; the total root inhibition
by the concentration 10 uM BAP+10 uM MemTR
and the improvement of the mean shoot
proliferation (5,4 shoots/explants) by adding the
same concentration. Adding MemTR improves the
hormonal balance for the proliferation of shoots of
FHIA-01. At least 1 uM of IAA is needed as auxin
source, to reach the same result. In this study, we
identified some factors related to the experimental
conditions, such as light and darkness that seemed
to be necessary for the organogenesis of FHIA-01.
The cultures had to be placed 15 days in darkness
and 15 days in light conditions.

clones quant a la formation et la prolifération de
bourgeons. Ceci semble étre corrélé a la présence
d’un ou deux génomes B (1).

Habituellement, deux types de régulateurs de
croissance, une cytokinine (BA) et une auxine
(AlA), sont ajoutés au milieu de culture du bananier
(8, 21). La balance hormonale détermine la
croissance et la morphogenése de [I'explant.
Plusieurs auteurs ont régulierement ajouté 2,25
mg/l de N6-benzyladénine (BA) et 0,175 mgl/l
indole-3-acétique acide (IAA) au milieu d'initiation
de pousses et de multiplication (21). Par exemple,
la propagation in vitro de I'hybride FHIA-20 (AAAB)
se révele difficile. En effet, on observe le
développement des plantes enracinées pendant la
phase d'initiation. Au cours de la phase de
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multiplication,  apparaissent des  structures
bulbeuses de couleur blanche qui ne se dif-
férencient pas en plantules (10). Cette situation est
similaire a celle de I'hybride FHIA-01 (AAAB), ou
'on observe un manque total de formation de
bourgeons durant la phase de multiplication. Au
contraire, une rhizogéne importante et précoce
apparait quelle que soit la dose appliquée d’'acide
N6-benzyladénine. La N6-(3-hydroxy benzyl-
adénine), connue sous le nom de métatopoline
(mT), a été utilisée avec différentes plantes pour
induire la prolifération de bourgeons axillaires (13),
son utilisation pour la culture de tissus de Musa a
été rapportée sur les cultivars ‘Williams et Grand
Naine’ (Musa spp. AAA) (3) et par Roels et
collaborateurs, pour la micropropagation de
plantain dans un systéme a immersion temporaire
(18).

FHIA-01 est particulierement intéressant pour sa
résistance a la cercosporiose. Mycosphaerella
fijiensis  Morelet agent pathogéne de Ila
cercosporiose posséde un potentiel élevé
d’'adaptation a des conditions nouvelles de climat,
aux différents fongicides utilisés et aux divers
génotypes de Musa. La résistance de
Mycosphaerella fijiensis Morelet aux produits tels
gue les benzimidazoles et les triazoles a été
largement démontré par la perte d'efficacité dans la
lutte chimique dans les bananeraies (7).

En plus, 'hybride FHIA-01 présente un excellent
potentiel de productivité. Il produit un rendement
élevé méme dans des conditions défavorables, et
notamment en cas de sécheresse (9, 17) Dans
cette étude, nous avons évalué les différentes
balances hormonales afin de proposer un milieu de
culture permettant de multiplier efficacement
I'hybride FHIA-01 en culture in vitro.

Matériels et méthodes
Matériel végétal

On a choisi pour cette étude de vitroplants de
I'hybride; FHIA-01 AAAB, ITC 0504 issu du
croisement cv. Pome AAB et cv Prata Naine 3142
SH comme male, dont les fruits sont consommés
comme dessert. Le choix de FHIA-01 dans cette
étude ainsi que pour son introduction dans la région
du Kantanga se justifie par ces performances
agronomiques et phytosanitaires. Egalement, il
supporte bien les fluctuations de température (5).
FHIAL17 AAAA, ITC 1264 est un hybride issu du
croisement cv. Gros Michel AAA et Highgate 3362
SH, ce cultivar est résistant a la race 1 de la
fusariose. Le cultivar ITC 1332, FHIA 21 AAAB, issu
du croisement du cv. Plantain French AAAB comme
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femelle/. AVP-67. 3142SH male. FHIA 21 est
également résistant a la maladie des raies noires,
et deux fois plus productif que le cv. Faux Corne
mais présente une maturité précoce des fruits qui
peuvent occasionner des pertes pendant la récolte
et lors du transport. FHIA23, ITC. 1265, issus du
croisement entre Gros Michel comme femelle a
génome AAA et cv Highgate 3362SH, male. Et
enfin 1.C.2 AAAA.

Tous ces cultivars nous ont été fournis par le centre
de transit de I'INIBAP a Leuven. Les vitroplants
enracinés ont été livrés en juin 2009, au laboratoire
de culture in vitro du CARAH ou l'étude a été
effectuée.

Méthode de culture

Les hybrides FHIA-01, FHIA-17, FHIA-21, FHIA-23
et 1.C.2 ont été cultivés sur un milieu de culture MS
(16), incluant les vitamines: glycine: 26,64uM, myo-
inositol: 0,56 mM, acide nicotinique: 4,06uM,
Pyridoxine HCI: 2,43uM, Thiamine HCI: 0,30uM
(DUCHEFA).

Les différentes balances hormonales testées:

a. 20 UM de BAP et 1 puM AIA (Indole Acétique
Acide);

b. 20 uM de mT (meta-topoline) et 1 uM AlA,
c. 10 uM de BAP, 10 uM de MemTR et 1 uM IAA.

Chaque milieu de culture contenait 3% de
saccharoses, 5 g/l d'Agar. Le pH a été ajusté a 5,8
avec du (NaOH ou KOH 1N). Le milieu de culture a
été stérilisé a l'autoclave a 121°C et 1kg/cm?
pendant 20 minutes. Les cultures ont été placées
en chambres de croissance (Binder) 15 jours a
'obscurité et 15 jours a la lumiére avec une
photopériode 16 heures et a une température de 28
12 °C. Au total 50 répétitions par traitement ont été
réalisés dans cette étude. Dans I'ensemble, on a
utilisé les bocaux (350 ml) en verre dans lesquels
50 ml de milieu culture ont été garni en raison de 5
explants. Les explants avaient une taille uniforme
soit 1 cm de long, environ 0,5 cm de diamétre. Les
observations dans cette étude ont été réalisées sur
les variables; nombre de bourgeons, taille de
plantules et le nombre de racines par plantule. Une
ANOVA multifactorielle a été réalisée, suivie par un
test de plus petite différence significative. Sauf
indication contraire, les données présentées
correspondent aux moyennes des résultats. Les
analyses ont été réalisées au risque de premiere
espéce 0o=0,05 au moyen du logiciel
STATGRAPHICS Plus 3.0.
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Résultats et discussions

Les résultats de l'analyse de la variance a deux
facteurs sur la balance hormonale contenant 10 uM
BAP, 10 uM MemTR, 1 uM AIA et les cultivars
révélent que celle-ci a permis d’induire la
prolifération du cultivar FHIAOLl. Bairu et
collaborateurs ont également enregistré les taux
supérieurs de multiplication avec les cytokinines
mT et mTR (3). L'’hybride FHIA-01 a proliféré une
moyenne de nombre de bourgeons de (5,4/explant)
significativement élevé (Tableau 1).

Tableau 1
Effet de cytokinines BAP et de la méta-topoline sur la
prolifération de bourgeons de bananier au bout de 30 jours en
phase de multiplication in vitro.

Cytokinines FHIAOL FHIA17 FHIA21 FHIA23 IC2 Répétitions
BAP 0,0a 24a 35a 34a 22a 50
mT 2,3c 4.9c 4,2ab 4,7ab 1,9abc 50
BAP+MemTR 5,4b 3b 3,4abc 2,5ac 2,2abc 50

Les lettres identiques dans une méme colonne montrent que
les résultats ne sont pas différents statistiquement (P<0,05%).

Par ailleurs, I'amélioration du taux de prolifération
de I'hybride FHIA-01 observée pouvait s'expliquer
par l'inhibition totale de la prolifération des racines
(Tableau 2).

Tableau 2
Effet de la BAP et de la meta-topoline sur le nombre de racines
par plantule au bout de 30 jours en phase de multiplication.

Cytokinines ~ FHIAO1 FHIA17 FHIA21 FHIA23 IC2 Répétitions
BAP 2a 4,6a 3,2a 64a 28a 50
mT 2,8ab 1,7b 3,lab 33b 1,8ab 50
BAP+MemTR 0,0c 2,2cb 1,8c 2,0c 1,2abc 50

Les lettres identiques dans une méme colonne montrent que les
résultats ne sont pas différents statistiguement (P<0,05%).

Il a été rapporté qu’en l'absence des racines, le
nombre des bourgeons allongés par explant est 2
fois plus élevé que pour les plantules entiéres (14).
Par contre, la balance hormonale contenant une
concentration de 20uM BAP et 1uM AIA a inhibée
completement la formation des bourgeons de FHIA-
01 (Tableau 1). Par ailleurs, les concentrations plus
élevées de la BA ont tendance a avoir un effet
négatif sur le taux de multiplication, de Ila
morphologie et devrait donc étre évitée (21). Le
taux de multiplication dépend a la fois du type de
cytokinine, de la concentration de cytokinine et de
génotype (23). En réduisant la dose de cytokinine
dans le milieu de multiplication, la différenciation de
bourgeons en plantules a pu démarrer tandis que
disparaissait peu a peu la croissance en rosette
(10, 11). Dans nos essais aucune croissance en
rosette n'a été enregistrée. (Figure 1).
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Escalona et collaborateurs ont comparé, l'effet de
ces deux cytokinines sur le taux de multiplication du
bananier plantain ‘CEMSA 34’ (Musa cv. AAB)
cultivé dans un systéeme a immersion temporaire
(8). De méme, Garcia et collaborateurs ont obtenu
une moyenne de 4,7 bourgeons par explant de
FHIA-20 a la dose de cytokinine de 10uM BAP au
cours de la phase de multiplication (10). La
concentration de 20uM de mT (méta-topoline) a
induit la prolifération de bourgeons chez I'hybride
FHIAO1 avec une moyenne de 2,3
bourgeons/explant par rapport a celle de 20uM
BAP (0,0 bourgeons/explant). Les résultats obtenus
dans notre étude avec mT (méta-topoline), sont
similaires aux résultats enregistrés par Roels et
collaborateurs, prouvant l'efficacité de la méta-
topoline a une concentration de 4,4 M sur la
micropropagation de plantain dans un systeme a
immersion temporaire (18)

D’apres certains auteurs, l'effet stimulant de la
méta-topoline sur la croissance des plantules n'est
observé qu'a de tres faibles concentrations. Au
regard de nos résultats et les résultats d’autres
auteurs, la balance hormonale (20 uM mT, 1 pM
AlA) semble induire la prolifération de FHIAOL,
mais il faudrait diminuer la concentration de mT
pour améliorer le taux de prolifération. Les résultats
présentés dans cet article sont en accord avec les
observations de Werbrouck et collaborateurs (23)
et de Miroslav et collaborateurs (15). Ces auteurs
ont montré que la méta-topoline est plus active que
la BAP pour stimuler la formation de plantules.
Toutefois, les cytokinines ont une certaine
spécificité d’action vis-a-vis des différentes espéces
végétales. Par exemple, dans le cas du chataigner,
la BAP induit la prolifération des bourgeons
axillaires, alors que la kinétine n’a aucun effet sur
ceux-ci; d'autre part, dans le cas de la pomme de
terre, seule la kinétine induit la prolifération des
pousses, alors que la BAP et la 2iP n'ont aucun
effet (12).

Les résultats de notre étude montrent que I'hybride
FHIA-01 présente des difficultés a la multiplication
in vitro pour des raisons dues a l'affinité avec les
cytokinines, a la balance hormonale et aux
techniques culturales. On sait que I'AlA est sensible
a la lumiére. Son utilisation a de faibles
concentrations conjuguée avec le fait de placer les
cultures a la lumiére, détruirait une partie de la
concentration d’AlA dans le milieu de culture avec
des conséquences sur la balance hormonale. La
stimulation de la multiplication des pousses par la
variation du type et de la concentration des
régulateurs de croissance et des sources de
carbone ont été rapportées par plusieurs auteurs
(20).
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Figure 1: La photo a gauche indique la prolifération des bourgeons obtenus a I'obscurité et droite la prolifération des bourgeons
obtenus a 16 h de photopériode BAP (10 M) + MemTR (10 pM) + AIA (1 uM).

Les résultats particulierement frappant de notre
étude: tout d’abord est I'inhibition presque compléte
de la prolifération par BAP; inhibition totale de
I'enracinement par BAP+MemTR+AIA, amélioration
de [Il'expression du potentiel génétique de
prolifération moyenne de 5,4 bourgeons/explant de
I'hybride FHIA-01 par BAP+ MemTR+AIA. L'ajout
de MemTR (méta-méthoxy topoline riboside) justifie
I'efficacité de la balance hormonale sur la
prolifération de bourgeons de FHIA-O1. Par contre,
'ajout de 20 puM BAP+1 puM AIA a inhibé la
formation de nouveaux bourgeons de FHIA-01. Les
résultats de notre étude sur la prolifération de
FHIA-01, sont en parfait accord avec d'autres
auteurs qui ont relevé linefficacité de BAP par
apport a mT, MemTR (3), sur la multiplication du
cultivar Grand Naine et le cultivar Williams (8).

Dans cette étude, la balance hormonale contenant
10uM BAP, 10uM MemTR, 1 pM AIA a inhibée
compléetement I'enracinement (Tableau 2). Ces
résultats sont en accord a ceux de Bairu et
collaborateurs qui ont observé [inhibition de
'enracinement de cultivars ‘Williams et Grand
Naine (Musa spp. AAA) avec les cytokinines mT et
MemTR (3). L'AIA a souvent donné de faibles
pourcentages d’enracinement, surtout quand elle
est employée a de faibles concentrations, que ce
soit avec le bananier, l'artichaud (2) ou avec
d'autres especes (19). D’autres auteurs ont
observé [linitiation de racines latérales apres
'addition de Méta-topoline (8). Les plantules
cultivées avec une concentration élevée (0,5 mg/l)
développent une cal basale et ne produisent pas de
racines (4). Malgré la concentration élevée de
cytokinines; 10uM BAP et 10uM de MemTR qui a
inhibée la formation des racines de FHIA-01, dans
Nnos essais nous n'avons pas observé la présence
de cal a la base de la plantule. Une augmentation
de nombre des racines, en moyenne 6,4/explant de
FHIA23 a la concentration de 20 uM BAP a été
observée au cours de notre étude, malgré I'ajout de

1 uM AIA dans le milieu de culture. Talengera et
collaborateurs ont rapporté que les variétés AAA
développent un enracinement précoce avec ou
sans AlA sur le milieu MS enrichis avec BA (20).
Cette augmentation du nombre de racines
enregistrée dans notre étude pourrait étre due par
le fait que, les cultures ont été placées quinze jours
durant a [lobscurité. Plus on augmente la
concentration exogene a I'obscurité, plus on stimule
induction de racines, moins on favorise la
formation de bourgeons (11). Escalona et
collaborateurs, ont montré que [I'utilisation de
faibles concentrations de BAP et de méta-topoline
n'a pas diminué le nombre de racines par plantule
(8). Dans la méme logique, d’autres auteurs ont
rapporté l'effet de MemTR sur [linhibition de
'enracinement de bananier, un composé qui a
favorisé I'enracinement de pousses polyphylla Aloe
a des concentrations ou les deux BA et mT
complétement inhibaient ce processus (8).

Par allleurs, une prolifération des racines/plantule
plus élevé a été observée chez des vitroplants de
pomme de terre cultivés sur un milieu de culture
contenant une faible concentration de méta-
topoline (4). Cependant, le nombre de racines par
pousse enracinée, augmente avec l'augmentation
de la concentration en auxine ANA dans le milieu
de culture pour la lavande (4). Les résultats
obtenus dans notre étude rejoignent ceux trouves
par Escalona et collaborateurs qui ont obtenu un
pourcentage d’enracinement plus élevé avec les
faibles concentrations de BAP, de méta-topoline, et
’ANA. Au cours de notre étude, mT a donné une
réponse efficace a I'enracinement de vitroplants de
FHIA-01. Contrairement aux résultats précédents
avec topolines, obtenus par Werbrouck et
collaborateurs (23) sur Spathiphylum spp; Escalona
et collaborateurs (8) sur le plantain et d'autres
auteurs sur l'aloés, mT avait un effet inhibiteur sur
I'enracinement par rapport a BA (8).
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Par ailleurs, la balance hormonale (10 uM BAP, 10
UM MemTR, 1 pM AIA) a eu un effet sur la
réduction de la taille des explants des cultivars
FHIAL17, FHIA23. (Tableau 3).

Tableau 3

Effet de la BAP et de la méta-topoline sur la taille des plantules
des hybrides de bananier au bout de 30 jours en phase de

multiplication.
Cytokinines FHIAO1 FHIA17 FHIA21 FHIA23 IC2  Répétitions
BAP 1,7a 23a 17a 2la 3,la 50
mT 2,5b 1,9ab 22ab 15ab 1,8b 50

BAP+MemTR 1,6ac  1,3bc 2,2abc 1,4abc 1,9c 50

Les lettres identiques dans une méme colonne montrent que
les résultats ne sont pas différents statistiquement (P<0,05%).

Cependant que la concentration de 20 uM BAP et 1
MM AIA a augmenté la taille des explants de cultivar
IC2 (3,2Cm taille moyenne). L'analyse de variance
a montré des différences significatives.

La moyenne de feuilles de 3,4 a été obtenue avec
FHIA-23. Les résultats présentés dans cet article
sont en accord avec les observations de Escalona
et collaborateurs (8), qui ont montré que des
plantules de bananier préts a étre acclimatés
doivent avoir les caractéristiques suivantes: elles
doivent avoir une longueur supérieure a 2,5 cm,
avoir plus de trois feuilles et une circonférence de
plus de 0,5 cm. Nous avons observé une baisse du
nombre de feuilles avec une moyenne d’'une feuille
par explant. L'analyse de la variance a montré des
différences significatives entre les traitements.

Les objectifs de notre étude ont été atteints,
puisque nous avons pu améliorer la prolifération de
FHIA-01 en culture in vitro grdce au choix de
cytokinines (BAP, MemTR et mT), avec la
combinaison faite des phytohormones et les
techniques de culture in vitro utilisées. FHIA-01 est
un hybride qui a manifesté des difficultés de
multiplication in vitro en présence de BA dans le
milieu (6), (Van den Hauwe, communication orale).
Notre étude a donné la premiére et jusqu'a
maintenant la seule solution pour la multiplier in
vitro de FHIA-01: par combinaison de BA et
memTR dans le milieu. En accord avec les
résultats de notre étude et les résultats de Bairu et
collaborateurs qui appuient l'utilisation possible de
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topolines comme une alternative a BA pour la
micropropagation de Cavendish (3), nous
suggérons que les cytokinines topolines (MemTR et
mT) se substituent a la BAP dans la culture in vitro
de I'hybride FHIA-01 de bananier. Cependant, nous
suggérons une étude approfondie permettant
d’évaluer l'impact de leur utilisation en culture in
vitro de bananier sur la variation somaclonale.

Pour parvenir a ce méme résultat, en se servant de
I'AIA comme source auxinique, il faut un apport d'au
moins 1 pM. Dans notre étude, nous sommes
parvenu a choisir un certain nombre de facteurs
liés aux conditions d'expérimentation; tel que la
lumiére, et I'obscurité qui semble étre nécessaire a
l'organogenése de FHIA-01. La culture devrait étre
placée 15 jours a l'obscurité et 15 jours a la
lumiére.

Conclusion

Les informations ainsi que les résultats obtenus
dans ces essais rendent possible 'amélioration de
la prolifération en culture in vitro de I'nybride FHIA-
01. Les balances hormonales appliquées dans
cette étude permettent une augmentation de
I'efficacité de la propagation. Par ailleurs, I'hybride
FHIA-01 révele une affinité a la mT. Ce qui se
traduit par l'augmentation du nombre de bour-
geons/explant inoculé en phase de multiplication.
Cependant, lors de la phase de multiplication, il est
préférable d'utiliser la balance hormonale contenant
10 uM BAP, 10 pM MemTR, 1 uM AIA dans le
milieu de culture. Individualiser les explants en
bourgeons bien définis quils ne soient pas
inférieurs a 1 cm de hauteur. La culture sera placée
durant deux semaines a l'obscurité totale avant
leurs séjours de quinze jours a la lumiéere, une
photopériode de 16 h. Ainsi, on inhibe totalement la
formation précoce des racines et on obtient une
moyenne de 5,4 bourgeons/explant FHIA-01
(AAAB) pendant la phase de multiplication.
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