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GLOSSAIRE

GLOSSAIRE
Apex : Sommet du bourgeon, a l'origine des organes, constitué de méristeme entouré
d'ébauches foliaires.
Apreté : Caractére de ce qui est apre, rudesse.
Autoclave : Récipient a parois épaisses et a fermeture hermétique, destiné a réaliser sous
pression soit une réaction industrielle, soit la cuisson ou la stérilisation a la vapeur.
Bunchy top : Une maladie trés grave du bananier. Elle est due a un virus, qui en se
multipliant dans la séve, entraine des troubles de croissance du bananier.
Charancgons : Un petit insecte de 2 a 4 mm, noir, parfois rouge, allongé, a dos plat.
Cercosporiose noire ou sigatoka noir : Une maladie foliaire du bananier causée par le
champignon ascomycéte Mycosphaerella fijiensis (Morelet).
Dominance apicale : Manifestation sous 1’influence du bourgeon terminal par 1’inhibition de
la croissance des bourgeons latéraux chez les végétaux.
Explant : Toute partie d’une plante prélevée pour la culture de tissus.
In vitro : Réactions chimiques, physiques, immunologiques ou toutes les expériences et
recherches pratiquées au laboratoire, en dehors d’un organisme vivant.
Méristeme : Territoire localisé du végétal au niveau duquel s’effectue la prolifération des
cellules.
Méristeme apical caulinaire du bananier (MAC) : Point central a I’intérieur du dernier
des cercles concentriques de la pseudo-tige.
Parthénocarpie : Développement spontané du fruit sans stimulation des fleurs par la
fécondation.
Phytohormone : Hormone d’origine végétale, substance biologique hautement active qui
régule la croissance et le développement des plantes.
Plantain : Variété de bananier produisant de fruit consommé cuit
Pousse : Jeune tige développée a partir d'un rameau d'un bourgeon terminal d'une plante qui
se compose du méristeme apical et des primordiaux foliaires.
Régime : Type d’inflorescence puis d’infrutescence en grappe particuliére, propre a certaines
familles de plante
Rejet : Pousse nouvelle qui apparait sur une souche, un tronc ou une branche.
Vitroplants : Plantules issues de la culture in vitro cultivées dans des verreries (tube a essai,

bocaux, boites de pétri) au laboratoire.
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INTRODUTION

A Madagascar, la banane est connue vers 500 ans aprées Jésus Christ, apportée
avec les migrations humaines (http://1). Le bananier est rencontré dans tout Madagascar mais
sa culture est essentiellement concentrée sur la Céte-Est, notamment dans les ex-provinces de
Toamasina et de Fianarantsoa jusqu’a 800-900 m d’altitude (MAEP, 2004). En 2012, plus de
110 millions de tonnes de bananes ont été récoltées dans le monde dont 90 % de la production
sont consommes sur place et essentiellement dans les pays les plus pauvres d’Afrique,
d’Amérique latine et d’Asie (http://2).

La banane tient la troisiéme place dans la culture fruitiére tropicale et quatrieme
dans la culture vivriere du monde. C’est un élément clé de I’alimentation du monde en
développement (MICHIELS, 2010). Prés de 1 000 variétés de bananiers poussent a travers le
monde (Annexe Ill), mais la grande majorité des bananes dessert d’exportation est de type
Cavendish. Il existe aussi la banane Figue, la banane rose et la banane plantain (http://3). Le
prix d’un kilo des bananes desserts a été de 1400Ar en 2017(http://4)..

Les bananes offrent des multiples usages. Elles sont consommées principalement
sous forme de fruit frais ou comme Iégume cuit ou de friture, mais elles font également 1’objet
de nombreuses transformations : chips, beignets, purée, confiture, « ketchup », alcool, vin,
biere, etc. D’autres parties de la plante sont utilisées comme fibre textile, pour la construction
d’abris, la fabrication de couvertures ou comme emballages de cuisson (LASSOUDIERE,
2007).

Toutefois, a Madagascar, la faible productivité de bananier est due essentiellement
aux techniques culturales non améliorées et a I’insuffisance du nombre de variétés améliorées
(résistantes aux maladies, plus productives et ayant de bonne qualités organoleptiques)
vulgarisées aux paysans (RAMAMONUJISOA, et FRANCOIS, 2005)

Par ailleurs, la plupart de la culture et de la conservation in-situ des bananiers sont
attaquées par des ravageurs: les charangons ou Cosmopolites sordidus, la chenille, les
nématodes... ; et par des maladies dues aux champignons: la maladie du Panama
ou Fusariose, la Cercosporiose noire ou « Black-Sigatoka » ou Mycosphaerella fijiensi et la
Cercosporiose jaune ou Mycosphaerella musicola). 1l y a aussi les maladies virales comme
« Cucumber Mosaic Virus » ou CMV causée par le virus mosaique du concombre et « Banana
Bunchy Top Virus » ou BBTV qui est un virus transmis par un insecte, I’aphide Pentalonia

nigronervosa (TINDO et al, 2010). A Madagascar, la culture de bananier de la cote-Est est

1
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attaquee par la maladie de Panama due aux champignons Fusarium oxysporum F. sp. Cubense
(RAVELOMANANTSOA, 2008) et les principaux ravageurs sont des insectes tels que les
charancons noirs (http: //5).

D’un autre coté, le manque de matériel végétal de bonne qualité sanitaire est I'une
des contraintes majeures de 1’extension et de la pérennisation des plantations de bananiers tels
les bananes dessert et les bananes a cuire ou plantains (MEMENTO DE L’AGRONOME,
1984 ; CIRFA, 1992).

L’utilisation de la culture in vitro plus précisément la micropropagation permet de
lever, dans une certaine mesure, ces contraintes (YOUMBI et al, 2004). Dés 1902, Haberland,
un biologiste allemand observe les potentialités naturelles de la multiplication végétative dont
le bouturage. Suite a ces travaux, il a énoncé le premier grand principe qui a ouvert la voie de
la micropropagation des végétaux. Il s’agit du principe de la totipotence cellulaire.

Une bonne bananeraie nécessite un matériel de plantation de qualité. L utilisation
de rejets sains est nécessaire pour répondre aux attentes des producteurs, des transformateurs
et des consommateurs (LOKOSSOU et al, 2010). La technique de la multiplication in vitro
contribue a la production en masse et a I’obtention d’un nombre considérable de plantes
génétiquement identiques a la plante mere. Généralement, le taux de multiplication in vitro
peut atteindre 100 a 1000 fois (FERRY et al. 1998 ; SEMAL, 1998).

L’hypothese de cette étude est que la levée de dominance apicale en détruisant le
méristéme apical par une blessure, et la stimulation du débourrement des bourgeons axillaires
en utilisant des régulateurs de croissance, favoriseraient la prolifération des pousses et donc la
multiplication rapide des clones. La présente étude se focalise sur les effets des traitements
physiques et chimiques sur la micropropagation de deux variétés de bananier sélectionnées
par le FOFIFA. « Musa sapientum L. Var. Grande naine (Batavia ou Ambo) et Musa
esculenta L Var. Figue sucrée (ou Ranjaliha) ».

L’objectif général de ce travail est de produire des plantes saines et vigoureuses,
disponibles pour une culture a grande échelle.

Les objectifs spécifiques de cette présente recherche sont :

e D’optimiser les concentrations de régulateur de croissance dont celles de
Benzyle Adénine (BA) appropriées pour la micropropagation in vitro de ces deux variétés de

banane.
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e D’évaluer les effets des traitements physiques telles la levée de dominance
apicale et la variation du régime lumineux sur la prolifération des pousses axillaires.

Ce travail se divisera en quatre parties dont la premiere partie se consacrera sur les
généralités, la deuxiéme se basera sur le matériel et méethodes, la troisieme partie traitera les
résultats et les interprétations et en fin la derniére partie comportera les discussions suivie de

la conclusion et perspectives.
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I.  Historique

Le bananier est originaire de 1’Asie du Sud-Est, particulierement de la région
située entre I’Inde et les Iles Pacifiques. Par I’intermédiaire des migrations indo-malaises,
certains groupes de bananiers sont arrivés en Afrique. De I’ Afrique, les bananes et plantains
ont été amenés en Amérique Latine par les Espagnoles et les Portugais. (SWENNEN, R.,
1998). Il fut introduit en Afrique de I’Est, en Chine, en Mélanésie, dans le pacifique sud a
partir du commencement de 1’¢re chrétienne. Sa culture a commencé & Madagascar vers 500
(http://6).

Les sous-groupes de cultivars diploides AA (variété Figue sucrée), notés AACVS,
dérivent de I’hybridation entre différentes sous-espéces de M. acuminata dans les iles de
I’Asie du Sud-Est et ’Ouest de la Mélanésie, impliquant des mouvements de populations
humaines durant I’Holocéne (il y a environ 11000 ans). Puis, des méioses anormales ont pu,
dans ces cultivars AA comestibles, créer occasionnellement des gametes diploides. La fusion
d’un gamete diploide avec un gamete haploide génére un génotype triploide stérile. Des
triploidisations spontanées, impliquant presque tous les cultivars AA ont conduit, a travers la
propagation végétative de ces bananiers réalisée par I’homme, a la diversité¢ actuelle des
cultivars triploides il s’agit des groupes purs AAA (Variété Grande naine) ou interspécifiques
AAB et ABB (http://7).

Il.  Description botanique

Le bananier est une plante herbacée de grande taille qui peut mesurer de 1,5a8 m
selon les variétés (LASSOUDIERE, 2007).

Les bananes sont des fruits parthénocarpiques, charnues, sans aucune graine. Le
faux tronc est en réalité constitué de gaines foliaires, étroitement imbriquées les unes dans les
autres. 1l ne possede pas de tige aérienne, la vraie tige ou rhizome est souterraine : un bulbe, a
partir duquel sont issus les rejetons qui, en grandissant, deviennent des rejets, ¢’est-a-dire de
nouveaux jeunes bananiers (Figure 1). Le rhizome de forme globuleuse est vivace et constitue
le centre de développement du bananier. Le méristeme terminal produit des feuilles au cours
de la phase végétative puis se transforme en bourgeon floral pour initier la phase reproductive
(DAMME, 2013).
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Figure 1 : Représentation d’un bananier a la fructification (CHAMPION ,1963)

I11.  Cycle de développement

La banane est présente en toutes saisons mais accuse une baisse de 1’offre pendant
la période hivernale (juin, juillet, aolt) (MAEP, 2004).

Le bananier se multiplie végétativement par le rhizome et les rejets. Le cycle de
développement du bananier est caractérisé par trois phases (Figure 2). Pendant chaque phase,
il y a la formation d’un nombre déterminé de feuilles. Cette formation de feuilles dépend de
I”état physiologique de la plante et de la température. Si la température est comprise entre 28 a
30°C pendant le jour et 16°C pendant la nuit, il y aura la formation d’une feuille toutes les
deux semaines (MAKAVELO, 2011). Les trois phases qui caractérisent le cycle de
développement du bananier sont :

Phase végétative : C'est au début de la premiere phase que les potentialités de
développement sont déterminées. C'est durant cette phase que la nutrition azotée et potassique
est la plus importante par rapport aux autres phases. Elle dure 6 a 8 mois;

Phase de floraison ou phase reproductive : C’est dans cette deuxiéme phase que le
pseudo- tronc ne grossit plus. Cette phase dure 3 a 4 mois;

Phase de fructification ou phase productive : Cette troisieme phase dure 3 a 4 mois

et se caractérise par la diminution de la surface foliaire en faveur du développement de
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I'inflorescence. Le besoin en nutrition azotée diminue alors que celui en potassium augmente
(http : //8).

RECOLTE

PHASE VEGETATIVE PHASE REPRODUCTIVE PHASE PRODUCTIVE

3 mois 3 mois

Initiation
Florale

—— Plantation Jetée florale

Figure 2 : Cycle de développement du bananier (source http://8).

IV.  Systémes de cultures de bananier sur les cotes-Est de Madagascar
On distingue trois systémes de culture :

— Culture villageoise : comportant 10 a 60 pieds avec un mélange de plusieurs variétés
de bananier. Les plants sont souvent de bonne présentation en bénéficiant de la matiére
organique apportée par les déchets ménagers ;

— Culture extensive : comportant un minimum de 50 pieds. Les plantes sont
souvent associés a des cultures fruitieres comme les letchis, du caféier, et a des cultures
vivriéres comme le manioc, la patate, la canne a sucre... ;

— Culture semi-extensive : les plantations ont des tailles plus importantes avec plus de
700 pieds. Elles sont constituées d’une seule variété et la production est principalement
destinée a la vente (MAEP, 2004)

V. Culture in vitro

— La culture in vitro est un terme tres général pour designer la culture de cellules ou de
tissus qui se développent dans un milieu nutritif et stérile en conditions d’asepsie pour une
période de temps indéfinie (CIDES, 1999). C’est une technique de laboratoire qui permet de
multiplier des plantes en grand nombre, dans un espace réduit (QUENNOZ, 2001).
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V.1.1. Micropropagation

La micropropagation est une mode de reproduction asexuee (reproduction
végétative). C’est une multiplication in vitro d’un individu donné a partir des fragments
végétaux (tiges, feuilles, racines) appelés {explants »|placés sur un milieu de culture
synthétique, faisant intervenir des éléments d’asepsie et d’un environnement parfaitement
contrélé (milieu de culture, température, lumiére, humidité). La base biologique de la
méthode est le développement de bourgeons préexistants sur les fragments de plantes mis en
culture, ou I’induction de nouveaux bourgeons dits « adventifs » (néoformation) sur les

explants (CIDES, 1999).

V.1.2. Dominance apicale
Sur un végétal herbacé ou sur les jeunes pousses des végétaux ligneux, le
bourgeon terminal inhibe en général la formation des ébauches axillaires qu’il a engendrées
en méme temps que les feuilles ou qui se sont formées peu apres 1’édification des feuilles. Les
plus proches de lui sont les plus petites. Par la dominance apicale, il y a une action inhibitrice
qu’exerce le méristéme apical (Figure 3) d’une plante en pleine croissance sur I’initiation ou

le développement d’un rejet (http://9).

¢

Figure 3 : Bulbe de bananier (BONTE et al, 1995)

V.1.3. Milieu de culture

Le milieu synthétique est adapté dans sa composition a la technique, I’explant,
I’objectif et I’espéce étudiée. Il est en général composé d’eau, de macroéléments et de
microéléments, de substances de croissance ou phytohormones, de vitamines, de sucre et

d’un agent gélifiant (pour les milieux solides).
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e Leséléments minéraux

Le milieu nutritif doit contenir des éléments minéraux car ceux-ci sont le support
de molécules organiques indispensables au développement de la plante (BOULAY, 1993).
Ces éléments sont au nombre de 6 et ils sont présents a forte concentration : I’azote, le
calcium, le potassium, le souffre, le magnésium et le phosphore. 1l y a également des
microéléments ou oligoéléments présents en faible concentration, ce qui n’empéche leur role
fondamental dans le développement de la plante. Ils sont composés de fer (Fe), cuivre (Cu),
zinc (Zn), manganese (Mn), molybdene (Mo), bore (B), chlore (Cl), cobalt (Co), nickel (Ni),
iode (1) (http://10).

e Les éléments organiques

- Lessucres

Dans le cas des tissus vegétaux placés en culture in vitro, l'assimilation
chlorophyllienne est nulle ou insuffisante pour assurer la survie et le développement de
I'explant. Dés lors, des sucres sont ajoutés aux milieux de culture pour fournir a I'explant une
source de carbone. Dans la nature, les sucres sont photosynthétisés a partir du gaz carbonique
atmosphérique et de l'eau du sol. Les sucres utilisés en culture in vitro sont les sucres
hydrosolubles tels le glucose, le fructose et le saccharose dont la concentration prescrite est en
général de 30 g/l (KAHANE et RANCILLAC, 1996).

- Les vitamines

L'emploi de diverses vitamines favorise le développement des vitroplants. Les
vitamines sont des substances organiques reconnues pour stimuler la croissance. Elles sont
particulierement utiles en micropropagation lorsqu’un fragment de la plante est utilisé pour
générer des plantes enticres car la synthése endogéne de vitamines risque d’étre insuffisante et
que le milieu devra y suppléer en conséquence (CIDES ,1999).

La thiamine, la pyridoxine, 1’acide nicotinique et le myo-inositol sont les
vitamines fréquemment utilisées dans les milieux de culture. En outre, la croissance des

racines in vitro est impossible en I’absence des vitamines (http://10).
- Lesacides aminés

Il a parfois été observé que I'apport d'acides aminés favorisait la prolifération.

Les acides aminés peuvent étre additionnés au milieu comme I’unique source d’azote
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(http://10). Les aminoacides tels I’acide aspartique, 1’asparagine, 1’acide glutamique, la

glutamine et 1’arginine sont utilisés (http://11).
- Les régulateurs de croissance

Appelés généralement hormones végétales, ils induisent les phénoménes de
croissance et de neoformation des organes. Ces substances de croissance se trouvent
naturellement dans toutes les plantes. Cependant, des molécules possédant les mémes
propriétés peuvent étre synthétisées artificiellement. Ces régulateurs de croissance sont
ajoutés dans le milieu a des doses trés faibles variant de 0,01 mg/l a 10 mg/I.

Les hormones les plus utilisées en culture in vitro sont principalement les auxines,
les cytokinines. Les milieux ainsi constitués sont liquides. Il est nécessaire de les solidifier par
I’ajout d’un gélifiant pour éviter que les explants ne tombent au fond des récipients et

s’asphyxient (http : //12).
- L’agent gélifiant

L’agent gélifiant tel que 1’agar sert principalement a solidifier le milieu de culture
mais peut aussi chez certaines espéces favoriser leur développement. Toutefois, d’autres
especes se développent mieux sur des milieux liquides (MURASHIGE, 1973 ; MILLER et
MURASHIGE, 1976 ; http://13).
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l. MATERIEL

I.1. Matériel végétal

1.1.1. Musa sapientum L. Variété Grande naine

a. Description

La variété Grande naine ne dépasse pas les 2,75 m. C’est la banane commerciale

par excellence. Elle a un cycle de production rapide. Les fruits sont courbés avec une peau

assez fine et un bout bien pointu. Le pseudo-tronc est foncé (brun-noir). Le bananier porte des

gros régimes cylindriques et réguliers dont la maturité est uniforme avec 10 mains ou plus,

orientées vers le haut (Photo 1). Il est trés sensible aux ravageurs comme le « bunchy top »,

les « charangons », et la « cercosporiose ». (http://14)

b. Classification botanique (http://14)

Regne
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Groupe
Sous-groupe
Genre
Espece
Variété

Nom vernaculaire

: PLANTAE
: LILIOPSIDA
: ZINGIBERIDAE
: ZINGIBERALES
: MUSACEAE
: AAA (triploides)
: Cavendish

: Musa
: sapientum
: Grande naine

: Batavia, Ambo
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1.1.2. Musa esculenta L. VVariété Figue sucrée

a. Description

C'est un bananier a feuillage caractéristique vert-jaune, aux fruits courts et tres

sucrés (Photo 2). Sa peau est de couleur jaune tres clair, fine et délicate. Le pseudo tronc est

de couleur verte. La variété Figue sucrée est connue par sa faible productivité; sinon c'est la

banane-dessert par excellence. Présente sur les cOtes africaines, elle est trés sensible a la

Cercosporiose (Martin, 1970).

Regne
Classe
Sous-classe
Ordre
Famille
Groupe
Sous-groupe
Genre
Espéece
Variété

Nom vernaculaire

b. Classification botanique (http://14)

: PLANTAE

: LILIOPSIDA

: ZINGIBERIDAE
: ZINGIBERALES
: MUSACEAE

: AA (diploides)

: Sucrier

: Musa

> esculenta

: Figue sucrée

: Ranjaliha
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Photo 2 : Variété Figue sucrée au stade de fructification

1.2.  Site de récolte des matériels végétales

Les plantes méres ont été récoltées dans I’ancienne Province de Toamasina, Région
Atsinanana, District de Vohibinany, Commune Razanaka. Le site de récolte est délimité par
les coordonnées géographiques : 18°51°0.078”” Latitude Sud et 048°56°30.22” Longitude Est
(Carte).
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Carte : Site de récolte de Musa sapientum L Var. Grande Naine et Musa esculenta L Var. Figue

sucrée (BD100)

1. METHODES

II.1. Stérilisation des matériels et équipements

Les matériels de dissection, les milieux de culture et I’eau de ringage sont
stérilisés a 120° C pendant 20 mn a 1’autoclave. Au cours de la manipulation, les instruments

de dissection sont stérilisés dans un micro four a bille a 250° C. La culture, sous hotte a flux

laminaire, s’est effectuée autour d’une flamme d’un bec bunsen.

La hotte a flux laminaire a été stérilisée avec les rayons UV pendant environ

lheure avant la manipulation.

I1.2. Préparation et stérilisation des milieux de culture

L'explant doit trouver dans le milieu de culture tout ce dont il a besoin pour

survivre, se multiplier et régénérer un nouvel individu.

Pour toutes les expérimentations, le milieu de base utilisé a été le milieu de

Murashige et Skoog (MS, 1962) additionné de vitamines (thiamine-HCI, pyridoxine-HClI,
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acide nicotinique et myo-inositol). Les tableaux relatifs a la proportion du milieu MS et la

quantité des vitamines sont consignés en annexe | et annexe II.

Les solutions de macroéléments et de chélate de fer ou FEEDTA ont été
séparément preparées a 50 fois plus concentrées. La solution mere des microéléments a été
concentrée 100 fois et les vitamines ont été dissoutes dans de 1’eau distillée a une

concentration de 1mg/ml.

Le régulateur de croissance utilisé est le Benzyle adénine (BA) dont la dose varie
suivant les objectifs de I’expérimentation.

Le pH du milieu de culture a été ajusté a 5,5 - 5,6. Trente (30) grammes par litre
de saccharose et huit (8) grammes par litre d’agar ont été additionnés dans le milieu de culture
puis chauffé sur une plaque chauffante jusqu’a ébullition. Par la suite, le milieu de culture a
été distribué dans des boites de culture a raison de 10ml par boite. Les boites de culture ont
été fermées a I’aide de papier aluminium et celées avec du parafilm.

La stérilisation du milieu de culture a été effectuée par autoclavage en phase

gazeuse a 120° C, avec une pression de 1 bar pendant 20 mn.

II.3. Etablissement de la culture aseptique

Les rejets de bananier ont été bien lavés avant d’étre transportés a Antananarivo.

Une étape de stérilisation de surface doit précéder la culture des explants car dans
le domaine de la culture in vitro, ’asepsie constitue I’un des clés de sa réussite. La planche 1
(a, b, c, d, e, f) montrent les différentes étapes pour la désinfection et la mise en culture des
explants.

Ces rejets ont été découpés, puis des bulbes de 25 cm de haut et 10 cm de
diamétre contenant le méristéeme apical ont été récuperés (Planche 1a).

v Des lavages a I’eau du robinet s’avéraient nécessaire en vue de
débarrasser tous les organismes nuisibles a la culture in vitro.

v D’aprés une recherche préliminaire effectuée au laboratoire de
régenération des plantes, un protocole de desinfection a été adopteé : les bulbes ont été plongés
dans une solution de fongicide composé de 1,0 % de Captan + 0,2% de Benlate pendant 10
mn.

v Ensuite, ils ont été coupés en cube de 5 cm® (Planche 1b) avec le

méristeme apical.
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D’apres les expérimentations préliminaires sur la stérilisation de surface des explants de

bananier, les traitements adéquats suivants ont été adoptés :

1. Immersion dans une solution d’hypochlorite de sodium de
concentration 1 % pendant 5 mn, suivi des ringages a 1’eau distillée stérile pendant 5 mn;
2. Immersion dans la solution d’hypochlorite de sodium 2% pendant

90mn;

3. Immersion a I’eau distillée pendant 30 mn.

I1.4. Régénération in vitro des explants des variétés Grande naine et Figue
sucrée

Pour les deux variétés de bananier (Grande naine et Figue sucrée), il s’agit de la
phase de régénération ou initiation de méristéme apical, pendant laquelle un méristéme donne
une plantule. Les explants sont constitués des fragments de bulbes de rhizome munis de
méristeme apical issus de rejets de bananier.

Les bulbes de 5 cm® ont été disséqués jusqu’a 1 cm® (Planche 1d) afin d’enlever
les tissus en contact avec les désinfectants. Chaque explant a été cultivé dans des bocaux
contenant 10 ml de milieu MS solidifié et additionné de sucres et des vitamines. La
concentration 5 mg/l a été adoptée car c’est la concentration optimale pour la plupart des
cultivars de bananiers (VUYLSTEKE ; DE LANGHE, 1985; BAIRU et al, 2008). Pour
chaque variété, 10 explants ont été cultivés a raison d’un explant par bocal. Les pousses
nouvellement formées ont été transférées toutes les quatre semaines. Quatre transferts ont été
effectués pendant cette phase de régénération. Le paramétre d’évaluation a été le taux de

régénération de chaque explant.

Le taux de régénération a été pris comme parametre d’évaluation. Il a été calculé

selon la formule ci-dessous.

ER
TR(%) =~ X 100

TR : Taux de régénération
ER : nombre d’explants régéneérés en plantules

EC : nombre d’explant cultivé
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Planche 1 : Stérilisation et initiation de I’explant de bananier Grande naine et de Figue
sucrée (auteur : FARASOA, 2016).

(@) Bulbe, (b) désinfection de surface des bulbes ,(c) Stérilisation des matériels de dissection
,(d) extraction de ’apex du bulbe, (e) mis en culture, () Partie apicale du bulbe sur le milieu

de culture contenant de 5mg/I de BA.

I1.5.  Micropropagation des deux variétés Grande naine et Figue sucrée

Toutes les manipulations ont été faites sous hotte a flux laminaire. Les cultures
ont été placées dans une salle de culture a conditions contr6lées avec une température de
25°C, sous une intensité lumineuse de 3000 lux et une photopériode de 16 h de lumiere et 8 h
d’obscurité.

Aprés avoir établi la régénération, les pousses ayant une hauteur de 1 cm ont
servis de matériel végétal pour la suite des expérimentations concernant les traitements

chimiques et physiques.
11.5.1 Traitement chimique par utilisation du Benzyle Adénine (BA)

Trois transferts dont un tranfert par mois dans un milieu contenant 5mg/l de

BA ont été effectués pour avoir le nombre suffisant d’explants avant le traitement chimique.

Pour étudier I’effet du cytokinine (BA) sur la multiplication des pousses de ces

deux variétés de bananier, quatre types de milieu nommés T, C1, C2, C3 qui différent par
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leurs concentrations en BA (0 a 10 mg/l) ont été testés. Chaque type de milieu a été répété 4

fois a raison d’un explant par bocal.

Tableau 1: Les différentes concentrations en BA pour le traitement chimique.

Traitements T C1 C2 C3

BA (mg /L) 0 05 5 10

BA : Benzyle Adenine
T : témoin ; C1 : +0,5 mg/l de BA ; C2 : +5 mg/l de BA ; C3 :+10 mg/l de BA
e Suivis des vitroplants

Les suivis ont été effectués tous les quatre semaines. Des observations et des
mesures ont été reéalisées au cours de ces suivis. Pour chaque variété, les parametres

d’évaluation sont :

- La croissance en hauteur de chaque vitroplant;
- Le nombre moyen de pousses nouvellement formées;
- Le nombre moyen de feuilles sur le vitroplant;

- Le nombre moyen de racines formées.
11.5.2 Traitements physiques

Les traitements physiques consistent d’une part, a lever la dominance apicale des
vitroplants en détruisant le méristéme apicale et d’autre part, en variant le régime lumineux de

la culture.

Pour les deux variétés Musa sapientum L et Musa esculenta L, le milieu
approprié pour la prolifération des pousses axillaires pendant le traitement chimique a été
utilisé pour la suite des expérimentations concernant la levée de dominance apicale et pour la

variation du régime lumineux. Chaque traitement a été répété 4 fois.

11.5.2.1. Levée de dominance apicale par blessure de ’apex
L’objectif de cette expérimentation est de lever la dominance apicale des
explants pour que leur croissance soit interrompue et que la prolifération des pousses
axillaires soit favorisée. Pour se faire, a I’aide d’une seringue bien stérilisée, des blessures ont

été provoquées en piquant le méristeme apical caulinaire (MAC) (Photo 5).
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Seringue

Partie
apicale

Photo 3: Leveée de la dominance apicale par blessure du méristéme apicale

(FARASOA, 2016).

11.5.2.2. Variation du régime lumineux
Pour I’étude sur la multiplication par bourgeonnement axillaire, une partie de
I’expérimentation a été placée dans un régime lumineux avec une Photopériode de 16 h de

lumiere et 8 h d’obscurité et ’autre partie a ét¢ menée a I’obscurité totale.
e Suivis des vitroplants

A I’issu de chaque expérimentation, les suivis ont été effectués pendant trois mois.
Quatre répétitions ont été faites pour chaque traitement. Pour chaque variété, le parameétre

d’évaluation est le nombre moyen de pousses nouvellement formees.

II.6. L’acclimatation

C’est le passage de 1’in vitro vers [’ex vitro c¢’est-a-dire le passage des conditions
de laboratoire aux conditions de la serre. Il s’agit donc de la derniére étape qui consiste a
adapter progressivement les microplantules aux conditions qui prévalent dans la serre ou a
I’extérieur. Aprés avoir éliminé la gélose de la base des plants, ils sont transférés dans un
substrat horticole (Photo 6). Les plantules sont ensuite recouvertes de maniére a les maintenir
dans un environnement qui avoisine les 100 % d’humidité relative (CIDES .1999).
Le substrat horticole utilisé a été un mélange de litiére, terre rouge et sable dont
les proportions ont été de 1/3 ; 1/3 ; 1/3.
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Planche 2 : Les étapes a suivre pour 1’acclimatation des plantules (Source : FARASOA.,
2016)
(a ) salle de culture ; (b) vitroplant ; (c) extraction du vitroplant ; (d) élimination de la
gélose a la base de la plante ; (e) transfert des vitroplants dans un substrat horticole ; (f) et

(9) les plantes sont recouvertes pour [’adaptation a [’environnement externe ; (h)

enlévement de la couverture aprés 5 jours.

Le taux de réussite pendant ’acclimatation a été calculé comme suit :

PSx100
PA

TR (%) =

TR : le taux de réussite de I’acclimatation ;
PS : le nombre de plantules survivantes, vigoureuses présentant des racines ;

PA : le nombre total de plantules acclimatées.

I1.7. Analyses statistiques

Toutes les données ont été analysées statistiquement moyennant le logiciel
«XLSTAT » version 2015 avec lequel ’analyse de la variance (ANOVA) a été effectué et a
chaque fois qu’il existe des différences significatives, les moyennes ont été séparées. Les

résultats sont représentés par les moyennes + écarts types (SE).
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Le principe est basé sur le test de NEWMAN-KEULS au seuil de 5%. Tous les
traitements ayant les mémes paires de moyennes sont regroupés dans une méme classe. La

classe représente un caractere des explants dans des milieux de culture.

L’évolution de la culture est évaluée par un indice de probabilité P associé a
deux facteurs étudiés qui sont le milieu de culture et I’espece. Les résultats seront interprétés
selon les considérations suivantes :

Si P> 0,05: 1l n’y a pas une différence significative entre les milieux de
culture testés;

Si 0,01 <P <0,05: il ya une différence significative entre les milieux de
culture testés;

Si P <0,01: il ya une difference hautement significative entre les milieux
de culture testés.
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l. Taux de contamination

Toutes les manipulations se sont déroulées dans les conditions d’asepsie, tous les
matériels et milieu utilisés ont été stérilisés dans un autoclave en phase gazeuse a 120° C

sous une pression de 1 bar.

Les taux de contamination de culture des deux variétées de Grande naine et
Figue sucré sont de 0%. Ce qui montre I’efficacité de la méthode de désinfection effectuée.
Les désinfections des explants avec les fongicides composes de 1 % de CAPTAN + 0,2 % de
BENLATE et puis leur immersion dans des solutions d’hypochlorite de sodium a 1 % pendant
5 mn et a 2 % pendant 90 mn sont optimales pour la stérilisation de surface des explants de
ces deux variétés.

1. Taux de régénération a partir de la culture d’apex

Le tableau 2 montre les taux de régénération des explants des variétés Grande naine et

Figue sucrée apres quatre semaines de culture.

Suite a la régénération des variétés Grande naine et Figue sucrée, tous les explants
cultivés dans le milieu de régénération composé de milieu de base de MS additionné de 5
mg/l de BA ont régénéré chacun une plantule. Leurs taux de régénération sont donc 100 %.

Tableau 2: Taux de régénération des vitroplants a partir de la culture de I’apex du rhizome

des bananiers Grande naine et Figue sucrée

Variété Grande Naine Figue sucrée
Nombre d’explant initial 10 10
Nombre de plantules régénérées 10 10
Taux de régénération (%o) 100 100

1. Micropropagation des deux variétés Grande naine et Figue sucrée

I11.1. Effet de ’hormone BA sur la croissance en hauteur des vitroplants

La figure 4 montre les hauteurs moyennes des vitroplants des variétés Grande naine et

Figue sucrée selon les différentes concentrations de BA apres trois mois de culture.

21



RESULTATS ET INTERPRETATIONS

La croissance des plantules des variétés Grande naine et de Figue sucrée est favorisée
en absence de régulateur de croissance (BA). Dans le milieu témoin sans BA (CO0), les tailles
moyennes maximales vitroplants ont été respectivement de 4,43 cm et 3,8 cm. Les hauteurs
des vitroplants ont diminué lorsque la concentration de BA dans le milieu de culture a
augmenté. Les vitroplants les plus courts de Grande naine et de Figue sucrée ont été obtenus
avec la concentration de BA élevée (10 mg/l) (C3). lls ont respectivement en moyenne 1,7 cm
et 1,8 cm de hauteur. Avec les traitements C1 (0,5 mg/l de BA) et C2 (5 mg/l de BA), la

hauteur moyenne des plantules de ces deux variétés n’a pas dépassé de 3 cm.
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Figure 4 : Hauteur moyenne des vitroplants selon les différentes concentrations de BA

CO : MS+0 mg/l de BA ; C1 : MS+0,5 mg/l de BA ; C2 : MS+5 mg/l de BA ;
C3: MS+10 Mg/l, V1 : Variété Grande naine ; V2 : Variété Figue sucrée.

Les histogrammes couronnés d’une méme lettre ne présentent aucune différence significative

d’apres le test de Newman et Keuls au seuil de 5 %.

111.2. Effet de ’hormone BA sur la production de feuilles des vitroplants

Les nombres moyens des feuilles produites par mois par les vitroplants des
variétés Grande naine et Figue sucrée en fonction des différentes concentrations de BA sont

représentés par la figure 5.
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Chez la variété Grande naine, 1’utilisation des différentes concentrations en BA
n’a pas affecté la production de feuilles. Le traitement C1 affiche une valeur plus élevée
(> 3,5), sans que la différence ait été significative par rapport aux autres traitements.

Concernant la variété Figue sucrée, la présence de BA dans le milieu de culture a
une influence positive sur sa phyllogenese. Les nombreuses feuilles (en moyenne de 4 feuilles
par vitroplant) ont été observées dans le milieu de culture pourvu de 0,5 mg/l de BA (C2).
Alors que dans le milieu témoin (T), I’absence de BA s’est traduite par une production de

feuille plus faible qui a été en moyenne de 2,7 feuilles par vitroplant.
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Figure 5 : Nombre moyen de feuilles produites en fonction de la concentration de BA chez
les variétés Grande naine et Figue sucrée

CO0 : MS+0 mg/l de BA ; C1 : MS+0,5 mg/l de BA ; C2 : MS+5 mg/l de BA ;
C3: MS+10 Mg/l, V1 : Varieté Grande naine ; V2 : Variété Figue sucrée

Les histogrammes couronnés d 'une méme lettre ne présentent aucune difféerence significative

d’apres le test de Newman et Keuls au seuil de 5 %.

I11.3. Effet de ’'hormone BA sur la prolifération de pousses des vitroplants

La figure 6 montre le nombre moyen de pousses proliférées par vitroplant par mois

en fonction de la concentration en BA chez les variétés Grande naine et Figue sucrée
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Chez la variété Grande naine, le nombre de pousses observé a été nul c’est-a-dire
aucune prolifération de pousse n’a été enregistrée dans le milieu témoin (T) dépourvu de
régulateur de croissance (BA). La concentration optimale de BA pour la multiplication in
vitro de cette variéte a été de 5 mg/l car, en augmentant la concentration de BA jusqu’a 5
mg/l dans le milieu de culture, le nombre moyen de pousses nouvellement formées a
augmenté a 2 par vitroplant. Par contre, en utilisant une concentration élevee de BA (10 mg/l)

(C3), le nombre a diminué d’une pousse par vitroplant en moyenne.

Pour la variété Figue sucrée, en moyenne, seulement 0,25 pousse a été observée dans
le milieu témoin (T) et dans le milieu ou la concentration de BA est la plus faible (C1). Puis,
lorsque la quantité de BA dans le milieu a été de 5 mg/l, une pousse en moyenne par
vitroplant a été obtenue. Pour la multiplication de cette variété, elle nécessite une dose plus
élevée de BA car avec le dernier traitement utilisant 10 mg/l de BA (C3), le nombre moyen le

plus élevé de pousses a été obtenu (2 pousses par vitroplant).
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Figure 6 : Nombre moyen de pousses proliférées par vitroplant en fonction de la

concentration en BA chez les deux variétés.

CO : MS+0 mg/l de BA ; C1 : MS+0,5 mg/l de BA ; C2 : MS+5 mg/l de BA ;
C3 : MS+10 Mg/l, V1 : Variété Grande naine ; V2 : Variété Figue sucrée.
Les histogrammes couronnés d’une méme lettre ne présentent aucune différence

significative d’apres le test de Newman et Keuls au seuil de 5 %.
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I111.4. Effet de ’hormone BA sur I’enracinement des vitroplants
La figure 7 montre le nombre moyen de racines produites par vitroplants en fonction

de la concentration en BA chez les variétés Grande naine et Figue sucrée.

Chez la variété Grande naine, la présence de régulateur de croissance dans le milieu de
culture n’est pas indispensable pour sa rhizogenése. Dans le milieu dépourvu de BA, 4,5
racines en moyenne ont été observées. Le nombre moyen de racines formées a diminué a 3,7
et 4 chez les vitroplants cultivés respectivement dans le milieu a faible quantité de BA (C1 :
0,5 mg/l) et (C2: 5 mg/l). Avec une concentration plus élevée de BA (10 mg/l) (C3), les

vitroplants n’ont produit que 0,5 racine par mois.

Chez la variété Figue sucrée, la présence de BA dans le milieu de culture favorise sa
rhizogenese. En effet, méme si les différences ne sont pas significatives, les valeurs obtenues
sur les milieux additionnés de BA, montrent une tendance plus favorable par rapport au
témoin (T).Quant a la rhizogenése, 4 racines par vitroplant en moyenne ont été observées.
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Figure 7 : Nombre moyen de racines produites par vitroplants en fonction de la concentration

en BA chez les variétés Grande naine et Figue sucrée.

CO : MS+0 mg/l de BA ; C1 : MS+0,5 mg/l de BA ; C2 : MS+5 mg/l de BA ;
C3 : MS+10Mg/l ; V1 : Variété Grande naine ; V2 : Variété Figue sucrée.

Les histogrammes couronnes d 'une méme lettre ne présentent aucune différence significative

d’apres le test de Newman et Keuls au seuil de 5 %.
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IV.  Les traitements physiques

IV.1. Effet de la levée de dominance apicale sur la prolifération des pousses

Le nombre de pousses axillaires proliférées par les vitroplants est représenté par
la figure 8. Les photos 4 et 5 montrent la prolifération des pousses issues des vitroplants de
Grande naine et Figue sucrée ayant subi la levée de dominance apicale apres un mois de

culture.

Pour les deux variétés Grande naine et Figue sucrée, les milieux les mieux
adaptés pour la production de pousses durant le traitement chimique ont ét¢ adoptés. Il s’agit

respectivement des milieux C2 (5 mg/l de BA) et C3 (10 mg/l de BA).

L’analyse statistique a montré une différence significative entre le traitement
« levée de dominance apicale» et les témoins. La destruction du méristeme caulinaire au
niveau de I’apex des vitroplants a favorisé la prolifération des pousses axillaires. Dans ces
deux milieux C2 et C3, les vitroplants dont les apex ont été détruits ont produit des pousses
axillaires plus nombreuses qui ont été de 3,5 par vitroplant pour la variété Grande naine et de
3,7 par vitroplant pour Figue sucrée. Cependant, elles ont été seulement de 2 par vitroplant

pour les témoins.

MV

HV2

NOMBRE DE POUSSES

T LDA
LEVEE DE LA DOMINANCE APICALE

Figure 8 : Nombre moyen de pousses proliférées en fonction de la levée de dominance
apicale aprés un mois de culture

T : Témoin, LDA : Levée de dominance apicale, V1 : Variété Grande naine ; V2 : Variété
Figue sucrée.

Les histogrammes couronnés d’une méme lettre ne présentent aucune différence

significative d’apres le test de Newman et Keuls au seuil de 5 %.
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Pousses nouvellement formées

Photo 4: Pousses issues de la variété Grande naine ayant subi la levée de dominance

apicale aprés un mois de culture.

Pousses nouvellement formées

Photo 5: Pousses issues de la variété Figue sucrée ayant subi la levée de dominance apicale

apres un mois de culture.
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IV.2. Effet de la variation du régime lumineux sur la prolifération de pousses

axillaires

La figure 9 montre le nombre moyen de pousses proliférées par mois en fonction de la
variation du régime lumineux.

Les milieux utilisés sont le milieu C2 (MS+5 mg/l) pour la variété Grande naine et le
milieu C3 (MS+10 mg /l) pour la variété Figue sucrée.

Chez les deux variétés, les plantules placées dans la lumiére sous une photopériode 16h
ont proliféré en moyenne de deux pousses par vitroplant.

Pour la variété Grande naine, une diminution non significative de pousses a 1,75 en
moyenne, a été constatée chez les vitroplants cultivés a 1’obscurité.

Pour la variété Figue sucrée, une différence significative a été constatée concernant la
prolifération des pousses chez les vitroplants cultivés a 1’obscurité. Le nombre moyen a
diminué d’une pousse par vitroplant qui est la moitié de celui obtenu a la lumiére.

En effet, la culture a 1’obscurité totale des vitroplants a affecté la néoformation des
pousses chez la variété Figue sucrée mais elle n’a pas d’influence chez la variété Grande

naine.

2,5
v a a
2 ) T T
o)
E 1,5 -
= MV1
=
= 1 V2
&~
E 0,5 -
)
- 0 -
Lum Obs
PHOTOPERIODE

Figure 9 : Nombre de pousses proliférées en fonction de la variation du régime lumineux
apres un mois de multiplication

Obs : Obscurité ; Lum : Photopériode 16h/ 8h
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Les histogrammes couronnés d’une méme lettre ne présentent aucune différence

significative d’apres le test de Newman et Keuls au seuil de 5 %.

V. Acclimatation

Le tableau 3 montre le taux de survie des vitroplantules enracinées au cours de la

phase d’acclimatation en serre.

Le protocole d’acclimatation a été optimisé car les meilleurs taux de réussite ont
¢été obtenus. Les plantules ont pu s’adapter facilement aux conditions extérieures. En effet, un
taux élevé de survie de 93,2 % a été enregistré pour la variété Grande naine et 88,4 % pour

celui de la variété Figue sucrée.

Tableau 3: Taux de survie des plantules de Grande naine et de Figue sucrée pendant

I’acclimatation

o Nombre total de Nombre de plantules | Taux de survie
Variétes . ) ) .
vitroplants acclimatés survivantes (%)
Grande naine 20 18 93,2
Figue sucrée 20 17 88,4

Plantules acclimatées

Photo 6 : Plantules acclimatées aprés un mois d’acclimatation
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DISCUSSIONS

l. Stérilisation des matériels et établissement d’une culture aseptique

Influence de la stérilisation et désinfection sur le taux de contamination des

explants

Le taux de contamination de 0 % pourrait donc étre relatif a [’utilisation
simultanée de 1,0 % de Captan + 0,2 % de Benlate pendant 10 mn, suivi de I’immersion des
explants dans une solution d’hypochlorite de sodium 1% pendant 5 mn, et puis une immersion
dans la solution d’hypochlorite de sodium 2% pendant 90 mn. Ce résultat justifie celui de
RAMAMONJIARISOA (2004) sur la multiplication in vitro de Cinnamomum camphora (L.),
relevant que la destruction des microorganismes avec [’hypochlorite de sodium seul n’est pas
totale. Par ailleurs, d’aprés STAHLER (2017), les fongicides Benlate et Captan inhibent la
germination des spores, la formation de mycélium de certains champignons pathogénes avant

leur pénétration dans le tissu des feuilles.

IL Traitements chimiques

Effet du cytokinine Benzyle Adenine (BA) sur la croissance en hauteur des
vitroplants

La hauteur moyenne la plus élevée (4,43 cm) a été observée dans le milieu
dépourvu de BA alors qu’une diminution, allant jusqu’a 1,8 cm de hauteur moyenne pour la
variété Figue sucré et de 1,7 cm chez la variété Grande naine, a été constatée au fur et a
mesure que la concentration de cytokinine (BA) dans le milieu a augmentée.

Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait que la dominance apicale exercée
par la partie apicale de la tige intensifierait la croissance en hauteur de la plante ce qui est une
des fonctions de I’auxine. La dominance est un phénomeéne par lequel l'axe principal d’une
plante croit plus vite que ses ramifications (BILODEAU, 2018). L’auxine endogéne c’est-a-
dire la phytohormone synthétisée et sécrétée par les cellules du méristéme terminal des tiges
stimule leur élongation et inhibe le développement des bourgeons latéraux ou axillaires

En effet, en absence de cytokinine (BA), la plante effectue une élongation
cellulaire grace a la fonction du méristtme apical et a la présence de 1’auxine endogéne
(http://15). La diminution de la hauteur de la tige pourrait étre due a la présence de cytokinine
(BA) dans le milieu et qui contrarierait la dominance apicale (EL HAMDOUNI, et al. 1999).
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Effet du cytokinine Benzyle Adénine (BA) sur la prolifération des pousses des

vitroplants

Chez la variété Grande naine, le milieu C2 additionné de 5 mg/l de BA a été le
plus favorable pour les proliférations des pousses (deux pousses en moyenne par vitroplant).
Ce résultat est en accord a ceux obtenus par VUYLSTEKE et DE LANGHE (1985) montrant
que la concentration 5 mg/l de BA est la concentration optimale pour la plupart des cultivars
des bananiers.

Cependant, chez la variété Figue sucrée, le milieu approprié pour la prolifération
des pousses a été le milieu additionné de 10 mg/l de BA dans lequel, deux pousses en
moyenne ont été proliférées par vitroplant. Le milieu favorable pour la production maximale
de pousses a été différent pour les deux variétés. Ces résultats confirment ceux obtenus
pendant les travaux de YOUMBI., et NGAHA., (2004) sur la capacité organogeéne des
bourgeons axillaires du bananier plantain, il existerait une concentration optimale de BA
permettant la prolifération des bourgeons pour chaque variété étudiée. L’addition du BA dans
le milieu a permis la néoformation des pousses axillaires par rapport au milieu sans BA. Les
cytokinines, sont donc capables de lever la dominance apicale a une dose spécifique
(MATEILLE., et al. 1989).

Effet de I’hormone BA sur I’enracinement les vitroplants

Du point de vue enracinement, chez la variété Figue sucrée, la production
racinaire moyenne maximale (5,25 racines par vitroplant) a été obtenue avec les milieux
additionnes de Cytokinine BA de concentrations 0,5 mg/l, 5 mg/l et 10 mg/I alors que pour la
variété Grande naine, 1’enracinement enregistré dans le milieu dépourvu de BA pourrait étre
induit par I’auxine endogeéne du vitroplant. D’aprés les travaux de YOUMBI, et NGAHA,
(2004) sur le bananier plantain (Musa spp.), I’auxine intervient sur la formation de la racine

principale et I’initiation des racines latérales et des racines adventives.

II1.  Traitements physiques

Influence de la levée de dominance apicale sur la prolifération des pousses

Lors du traitement chimique, les doses de 5 mg/l et de 10 mg/l de BA ont
favorisées la prolifération maximale des pousses axillaires respectivement des variétés

Grande naine et Figue sucrée.
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En ce qui concerne les traitements physiques, apres avoir détruit la partie apicale,
en moyenne 3,75 pousses par vitroplant ont été formées chez la variété Figue sucrée et 3,5
pousses chez la variété Grande naine. Cependant chez les témoins, seulement 2 pousses en
moyenne par vitroplant ont été obtenues. La dominance apicale est une des nombreuses
corrélations de croissance ayant leur siege dans la plante. Elle se manifeste sous I’influence du
bourgeon terminal par I’inhibition de croissance des bourgeons latéraux.

D’aprés ces résultats, la destruction des méristémes apicaux a provoqué la levée
de la dominance apicale et a entrainé I’entrée en activité et le débourrement des bourgeons
axillaires des vitroplants. Ces résultats corroborent a ceux obtenus par MASON et COLL,
(2014) en révélant que lorsque le méristeme est détruit, la majorité des bourgeons qui étaient
dormants émergent. Ceci, est lié aux coupures des corrélations entre les différents organes et a
la reprise de croissance des bourgeons qui étaient auparavant inhibés par le méristeme apical.
D’aprées KONE et al. (2011), la destruction du méristeme apical des plants de bananier
plantain a provoqué I’induction et la prolifération de nombreuses pousses conduisant ainsi a
leur multiplication rapide.

Influence de la lumiere sur la micropropagation des deux variétés

A D’obscurité, la prolifération a diminué a une pousse en moyenne par vitroplant
chez la variété Figue sucrée et de a 1,75 pousses en moyenne par vitroplant chez la variété
Grande naine. La photosynthése est I’une des mécanismes biologiques les plus indispensables
a la vie sur Terre. Cette réaction transforme 1’énergie lumineuse provenant du soleil en sucres,

nécessaires a la croissance des végétaux (KONE et al. 2010).

Pourtant, le milieu de base MS utilis¢ (MURASHIGE et SKOOG, 1962) a été
additionne de 30 g/l de sucre comme source de carbone et donc de 1’énergie pour le vitroplant
afin de contrebalancer les conditions de culture sur le développement et pour maximiser la
croissance des plantules in vitro (DUBUC, 2010). La recherche effectuée par KONE, et al
(2010) sur le bananier plantain a montré que 1’obscurité a amélioré de maniére significative la
prolifération in vitro, ce qui est en désaccord avec nos résultats. Le travail de MAZINGA, et
al. (2014) a montré que le nombre de bourgeons ou pousses neoformeées peuvent étre liés aux
différents facteurs externes qui les englobent et les milieux de culture, notamment leur
composition en régulateurs de croissance et le sucre. De ce fait, nous pouvons en déduire que
la diminution du nombre de pousses des vitroplants de bananier Grande naine et Figue sucrée

semble étre due a d’autres facteurs que 1’obscurité.
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Faisant partie de la biotechnologie végétale, la technique de micropropagation in
vitro des variétés Grande naine et Figue sucrée font 1’objet de cette étude. Ces deux variétes
ont été récoltées dans la Région Antsinanana, District de Brickaville et commune Razanaka.
L’objectif général de cette étude a ét¢ de produire des plantes génétiquement identiques a la
plante mére (clones), saines et vigoureuses, disponibles pour une culture a grande échelle. A
I’issu de cette étude, des résultats prometteurs et palpables ont été obtenus.

La désinfection de surface des explants par immersion dans une solution de
fongicide composé de 1,0 % de Captan + 0,2 % de Benlate pendant 10 mn, puis dans une
solution d’hypochlorite de sodium de concentrations 1% pendant 5 mn, et 2% pendant 90mn,
a permis d’obtenir un taux de contamination nul. Ainsi, les conditions de stérilisation des

explants de ces deux variétés ont été optimisées.

Pendant la phase de régénération dans le milieu de culture renfermant de 5 mg /I
de cytokinine Benzyle Adénine (BA), le taux de régenération des explants en plantules a été
de 100%.

Concernant la micropropagation de ces deux variétés de bananier, apres avoir
utilisé des différentes concentrations de BA (0,5 mg /I, 5 mg /I et 10 mg/l) comme traitement
chimique, il a été mis en exergue que :

v La croissance des plantules de Grande naine et de Figue sucrée est favorisée en
absence de régulateur de croissance (BA). Les vitroplants y ont de tailles moyennes
maximales, respectivement de 4,43 cm et 3 cm;

v’ Laprésence de BA dans le milieu de culture n’a pas affecté la production de feuilles
pour la variété Grande naine. Le nombre moyen de feuilles y est toujours supérieur a 3
par vitroplant. Cependant, Chez la variété Figue sucrée, la présence de BA dans le
milieu de culture a une influence positive sur sa phyllogenese. La production moyenne
maximale de feuilles, en moyenne 4 feuilles par vitroplant, a été observée dans le
milieu de culture pourvu de 0,5 mg/l de BA,;

v' Chez la variété Grande naine, la concentration optimale de BA pour la prolifération
des pousses de cette variété est de 5 mg/l. Le nombre moyen de pousses nouvellement
formées par mois est de 2 par vitroplant. Pour la variété Figue sucrée, sa
multiplication in vitro (en moyenne de 2 pousses par vitroplant par mois) nécessite
une dose de 10 mg/l de BA,

v La rhizogenese chez la variété Grande naine n’a pas besoin d’un apport en régulateur

de croissance. Dans le milieu dépourvu de BA, 4,5 racines par vitroplant par mois en
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moyenne ont été observees. Chez la variété Figue sucrée, la présence de BA dans le
milieu de culture a favorisé sa rhizogenése. La production maximale de racines
(supérieure a 5 par vitroplant) a été enregistrée dans les milieux additionnés de BA;

v Quant aux traitements physiques, la destruction du méristeme caulinaire au niveau de
I’apex des vitroplants a induit la prolifération maximale des pousses axillaires qui ont
été de 3,5 par vitroplant pour la variété Grande naine et de 3,7 par vitroplant pour
Figue sucrée;

v' L’étude de I’effet de la variation du régime lumineux sur la prolifération des pousses
axillaires a montré que la culture a I’obscurité totale des vitroplants a affecté
négativement la néoformation des pousses chez les deux variétés : seulement une
pousse produite par vitroplant par mois pour la Figue sucrée, et 1,75 pour la Grande
naine;

v Aprés un mois d’acclimatation, 93,2% des microplantules enracinées sorties de la salle
de culture ont survécu pour la variété Grande naine et 88,4% pour la variété Figue

sucrée.

Il a été posé au début comme hypothese que la levée de dominance apicale par la
destruction du méristéme au niveau de I’apex, et 1’utilisation de régulateur de croissance dans
le milieu de culture, favoriseraient la prolifération des pousses axillaires de Musa sapientum
L. (Grande naine) et de Musa esculenta L (Figue sucrée). A I’issu de cette étude, cette
hypothése est vérifiée. Par ailleurs, grace aux résultats obtenus, les objectifs spécifiques de
cette étude sont atteints.

Les avantages de la production des vitroplants de ces especes sont donc multiples
tels que la possibilité de conserver leur ressource génétique, 1’obtention de clones sélectionnés
pour leur vigueur et leurs caractéres intéressants ainsi que la production rapide et en masse a

n’importe quel moment de 1’année.

En perspectives, des études approfondies méritent d’étre entreprise€S pour une
production maximale de ces variétés:

e [’amélioration de la nutrition des plants in vitro par substitution de certains produits
chimiques par des substances élaborées a partir des résidus des végétaux ou biologiques. I
s’agit d’étudier leurs effets inductifs sur I’organogenése tout en contribuant a la réduction du
colt économique d’une part et au recyclage et d’autre part, a la valorisation des produits

locaux.
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La micropropagation des autres espéces de bananier pour leur multiplication en masse

et rapide.
Les luttes biologiques contre les maladies et les parasites restent a renforcer pour
améliorer la culture et la production suffisante en matériels végétales sains;

L’utilisation d’autres méthodes in vitro serait utile pour comparer les résultats sur la

production de bananier.
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Annexe | : Composition du milieu de base de MURASHIGE et SKOOG modifié (1962)

ELEMENTS DE FORMULE
BASE DU MILIEU CHIMIQUE CONCEZ;?ATION
Nitrate d’ammonium NH, NO; 66
Nitrate de potassium KNO, 76
Sulfate de magnésium  MgS0,.7H,0 14,8
Phosphate de
potassium dibasique KHzPO, 6.8
acide borique HsBO, 6,2
sulfate de manganese MnSQO,. 4H,0 22,3
sulfate de zinc ZnS0,.7H,0 8,6
. Na,MoOQO,.
Molybdate de Sodium 2H,0 0,25
Sulfate de cuivre CuS0O,. 5H,0 0,025
Chloride de Cobalte CoCl,. 6H,0 0,025
lodure de Potassium Kl 0,83
Chloride de Calcium CaCl2 150
; Na,EDTA 3,73
Agents chélateurs
FeSO,.7H,0 2,7
Myo-inositol 0,05

Annexe Il : composition des vitamines du milieu de base

Vitamines CONCENTRATION
EN SOLUTION
STOCK (g/l)
Pyridoxine 1
Acide nicotinique 1
Thiamine 1
Glycine 1
Myo-inositol 0,1
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Annexe 11 : Classification et répartition géographique des principales variétés (Champion, 1963)
Groupe Sous- Cultivars Types de fruit Distribution
groupe
AA Sucrier PisangMas/Frayssinette/ | dessert-sucré | tous continents
Figue sucrée
Pisang Lilin dessert Indonésie/Malaisie
Pisang dessert Indoneésie/Malaisie/Philipp
Berangan/Lakatan ines
AAA Cavendish | Lacatan/Poyo/Williams/ | dessert tous continents, pays
Grande Naine/ exportateurs
Gros- GrosMichel/Highgate/C | dessert tous continents
Michel 0Co0S
Figue- Figue-Rose rose/Figue- | dessert tous continents
Rose Rose verte
Lujugira | Intuntu/Mujuba a biére/a cuire | Afrique de I’Est et
Centrale, Colombie
Ibota Yangambi km5 dessert Indonésie/Afrique
AB Ney Safet Velchi/Sukari dessert-acidulé | Inde/Afrique de I’Est
Poovan
AAB Figue- Maca/Silk dessert-acidulé | tous continents
Pomme
Pome Prata dessert-acidulé | Inde/Malaisie/Australie/
Afrique de 1’Ouest/Brésil
Mysore Pisang Ceylan dessert-acidulé | Inde
Pisang Pisang Kelat dessert Inde/Malaisie
Kelat
Pisang Pisang Rajah Bulu acuire Malaisie/Indonésie
Rajah
Plantain French/Corne/Faux a cuire Afrique Centrale et de
Corne I’Ouest/
Amérique Latine/Caraibes
Popoulou | Popoulou a cuire Pacifique
Laknao Laknao a cuire Philippines
Pisang Pisang Nangka acuire Malaisie
Nangka
ABB Bluggoe Bluggoe/Matavia/Poteau | a cuire tous continents
/Cacambou
Pelipita Pelipita a cuire Philippines/Amérique
Latine
Pisang Fougamou dessert Inde/Thailande/Philippines
Awak /
Afrique de I’Est
Peyan a cuire Philippines/Thailande
Saba Saba a cuire Philippines/Indonésie/Mal
aisie
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Annexe IV : Valeur nutritive de la banane dessert (http://15)

BANANE
Valeur nutritive pour 100 grammes de banane crue

Eau:74,94¢ Cendres totales : Fibres : 2,69 Valeur énergétique :
0,82 g 89kcal
Protéines: 1,09 g Lipides: 0,33 g Glucides : 22,84 g | Sucres simples : 12,239

Oligo-éléments

Potassium : 358 mg

Magnésium : 27 mg

Phosphore : 22
mg

Calcium : 5 mg

Sodium  :1mg

Cuivre 78 ug

Fer: 26 ug

Zinc :15 g

Vitamines

Vitamine C :8,7mg

Vitamine B1 :31pg

Vitamine B2 : 73
ug

Vitamine B3 : 665 pg

Vitamine B5 : 334 ug

Vitamine B6 : 367pg

Vitamine B9 : 0 pg

Vitamine B 12 : 0 ug

Vitamine A : 64 Ul

Rétinol : 0 pg

Vitamine E : 0,10
pg

Vitamine K :0,5pug

Ac

ide gras

Saturés : 112 mg

Mono-insatureés :
32mg

Poly-
insaturés :73mg

Choléstérol : 0 mg




UNIVERSITY OF ANTANANARIVO MEMORY OF MASTER Il
FACULTY OF SCIENCES Course: Plants Physiology and

Domain: Science and Technology Biotechnoloav

Title: EFFECTS OF PHYSICO-CHEMICAL TREATMENTS ON BANANA

MICROPROPAGATION: Musa sapientum L var. Giant cavendish and Musa esculenta L var.

Sugary fig

Author : Mbolatiana FARASOA

Advisor : Prof. RAMANAMPAMONJY Nivohanintsoa née RAVONIARISON
ABSTRACT

In Madagascar, low productivity of banana, insufficient number of improved varieties,
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RESUME

A Madagascar, la faible productivité de bananier, 1’insuffisance de nombre des variétés
amélioreées, les problémes phytosanitaires dus aux attaques des ravageurs et aux maladies fongiques
et virales constituent les contraintes majeures de la culture de bananier.

La micropropagation in vitro a été adoptée en vue de produire en grande quantité des
plantules saines des deux variétés sélectionnées de bananier : Musa sapientum L. Var. Grande naine
et Musa esculenta L Var. Figue sucrée. Les explants ont été stérilisés successivement avec 1,0 % de
Captan + 0,2 % de Benlate pendant 10 mn, 1% pendant 5 mn suivi de 2% pendant 90 mn
d’hypochlorite de sodium. Leur régénération a été effectuée dans le milieu de Murashige et Skoog
additionné de 5 mg/l de Benzyle Adénine. Sur leur micropropagation, différentes concentrations de
BA variant de 0,5 mg /I & 10 mg/l ont été utilisées comme traitement chimique et la destruction du
méristéme apical caulinaire ainsi que la variation du régime lumineux de la culture comme
traitements physiques.

Les traitements de désinfection ont permis d’obtenir une décontamination totale des
explants. Tous ont été régénérés en présence de 5 mg/l de BA. La croissance des
vitroplants a été favorisée en absence de BA ; les doses de BA : 5 mg/l et 10 mg/l ont été les plus
appropriées pour la prolifération de pousses axillaires, respectivement chez les variétés Grande
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des pousses chez ces deux variétés. La production de plantules de ces deux espéces par la
micropropagation est une réussite vu les résultats obtenus et les taux élevés de survie pendant leur

acclimatation : 93,2% pour la variété Grande naine et 88,4% pour la variété Figue sucrée.
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