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Résumé -ChezAcacia tortilis raddiana I'application transitoire d’auxine (acide indol butyrique (AIB) ou acide naphtaléne acétique
(ANA) a 10 ou 20 mg %) combinée ou non avec une cytokinine (kinétine a 0,01 myydendant 10 ou 20 jours a permis d’améliorer
I'enracinement (nombre et longueur moyenne des racines) apres le transfert des microboutures sur un milieu Lloyd et McCown (WPM)
dépourvu d’hormone. Le pourcentage des microboutures enracinées sur milieu d’expression est de 56 % en moyenne et atteint 80 %
avec un traitement inductif a 10 mgid’AIB. Les mesures effectuées aprés 28 jours de culture ont montré que la nature de I'auxine uti-
lisée pour induire la rhizogenese a une influence significative aussi bien sur la fréquence de I'enracinement que sur la morphologie du
systeme racinaire qui se met en place. Avec I'’ANA les racines sont peu nombreéasesacines par bouture) et robustes et orthotropes
(4,5a5cmemoyenne) dans 80 % des cas et avec 'AlB, elles sont trés nombreuses (10 a 15 racines par bouture) et fines et plagiotropes
(3 a 3,7 cm) dans 68 % des cas.

Acacia tortilis raddiana/ microbouture / auxine / induction / rhizogenese

Abstract — Transient auxin treatment for in vitro rooting of microcuttings of Acacia tortilissubsp.raddiana An auxin in vitro pre-
treatment (IBA or NAA at 10 to 20 mg) combined with a low concentration of Kinetin (0.01 mghlduring 10 or 20 days allowed to
improve the rooting (humber and root length)Aafacia tortilis raddianamicrocuttings after transfer on Lloyd and Mc Cown medium
(WPM) without hormone. After microcuttings transfer in expression medium, 56% are rooted and the rooting frequency can reach 80%
after pretreatment with IBA at 10 mg-L. Measurements made after 28 days show that the auxin type used for inducing rhizogenesis has
a significant effect, both on rooting percentage and rooting system morphology. For 80% of plantlets, the number of roots is low with
NAA (1to 5) butroots are strong and orthotropic (4.5 to 5 cm on average) when with IBA roots are numerous (10 to 15), but thin and pla-
giotropic (3 to 3.7 cm) for 68% of rooted plantlets.

Acacia tortilis raddiana/ microcutting / auxin / induction / rhizogenesis
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1. INTRODUCTION go. Les graines ont été scarifiées a 30, a 95 % pen-
dant 2 heures. Aprésrincage al'’eau distillée stérile, elles
ont été mises a germer en conditions aseptiques sur un

dnilieu simple de germination composé des macro-éle-

ments et micro-éléments de Murashige et Skoog [10] et
solidifié par I'agar a 0,7 %.

Acacia tortilissubsp.raddiana(A. raddiang est une
espéce ligneuse arborée de la famille des Iégumineuse
Trés résistantes a la sécheresse, les populatidnsati-
dianaforment généralement la limite des zones arborées
du désert [4]. Au Sahel, cette espéece a usages multiples Aprés un mois de culture, les plantules ont été entiére-
est souvent utilisée comme essence de reboisement ement découpées en segments uninodaux de 10 mm de
raison de son potentiel fertilisant lié a la symbiose fixa- longueur en excluant les segments contenant le nceud co-
trice d’azote atmosphérique [6]. tylédonaire. Les microboutures ont été cultivées pendant
deux mois sur un milieu de multiplication composé des
macro-éléments du Woody Plant Medium (WPM) [8],
des micro-éléments de MS, des vitamines de Nitsch et
Nitsch (N & N) [12], de saccharose a 20 g'Ld’agar a

Espece allogame et hétérozygote, I'évaluation de la
valeur génétique &. raddianapasse par la création de
clones, matériel homogéne nécessaire aussi bien pou

étudier la valeur génétique des individus et les interac- 0,6 %, de zéatine 40,1 mgiet ’AIB 4 1,2 mg I~ Les

ggnséaﬁ?ozgfi’g'ggg qtléi gg;'Z?ng:ggﬁgté%geﬂor?c?isrsgpousses ainsi obtenues ont été découpées en microboutu-
€g yp ap 1S €dapho-CliMa o« ninodales de 10 mm transférées sur les milieux d'in-
tiques de la zone sahélienne [9]. La multiplication végé-

tative métant pas naturelle chez cette espéce Iesduction a I’enrac.inem,er)t composés des maqro—é'léments
; ” o X ’ du WPM, des micro-éléments de MS, des vitamines de
meilleures conditions de clonage in vitro par microbou- N & N, de saccharose a 10 g'd’agar 2 0.7 %, avec six
turage ont été recherchées [3]. N . g g L7
combinaisons de régulateurs de croissance (ANA
L'enracinement correspond a une étape essentiellel0 mg L*; ANA 10 mg L™+ kinétine 0,01 mg *; ANA
mais difficile de la multiplication végétative in vitro des 20 mg L*; AIB 10 mg L™; AIB 10 mg L™ + kinétine
ligneux. Si I'aptitude a I'enracinement in vitro apparait 0,01 mg ! et AIB 20 mg ™). L’application de régula-
généralement élevée sur le matériel végétal juvénile,teurs de croissance étant indispensable pour I'enracine-
celle-ci décrotit trés rapidement au fil des subcultures dement des microboutures d’acacia, le témoin sans aucune
microboutures [13]. A partir de nceuds de jeunes plantshormone n’a pas été testé. Aprés 10 ou 20 jours de culture
d’'A. raddiana90 % de microboutures enracinées ont été sur le milieu d’'induction, les microboutures ont été trans-
obtenues a la premiere culture et seulement 2 % apredérées sur le milieu d’expression, de méme composition
une deuxiéme subculture de deux mois sur le méme mi-que le milieu de multiplication mais sans régulateur de
lieu en présence d'acide indole acétique (AIA) ou croissance. Pour I'ensemble des milieux testés le pH est
d’acide indole butyrique (AIB) [3]. Par ailleurs sur des ajusté a 5,8 avantapport de I'agar et autoclavage &¢10
microboutures issues directement de noeuds cotylédonaipendant 20 min.

res dA. raddianaune application permanente d'AIBou  Tqytes les cultures ont été conduites dans des tubes en
d'acide naphtaléne acétique (ANA) apermis d’observer erre horosilicaté avec 20 ml de milieu de culture stérile
des fréquences de 20 % a 65 % d'enracinement [11]. o; sous une photopériode dél1/ 8 h, unghermopériode
L'application d’hormones est indispensable et des auxi- 4o 30°c / 27°C + 0,25°C. une intensité lumineuse de

nes comme I'AIB ou 'ANA appliquées de maniere 50 | \F st m2et une hygrométrie relative 70 + 5 % HR.
transitoire permettraient d’améliorer I'enracinement

d’espéces forestieres cultivées in vitro [2, 16].

Cet article présente les résultats obtenus concernant Observations et analyse statistique des résultats

I'action de deux auxines (AIB et ANA) couplées ou non

avec une cytokinine (Kinétine) appliquées de maniére Les variables observees (variables dépendantes) sont

transitoire (10 jours ou 20 jours) sur I'enracinement et la le nombre (NBRA) et la longueur des racines (LGRA)

croissance de microbouturesid’raddiana ainsi que la longueur de la tige (LGTI), le nombre de
nceuds néoformés (NBND) et la taille du cal cicatriciel
basal (CAL) de chaque vitroplant. Ces mesures ont été

2. MATERIEL ET METHODES faites aprés 7, 14, 21 et 28 jours de culture sur milieu
d’expression.
Les semences A raddianaont été collectées au Sé- Les traitements étudiés (variables indépendantes) sont

négal dans la région de Saint-Louis, au village de Mbari- d'une part les deux durées de I'induction de I'enrechent
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et d’autre part les régulateurs de croissance avec six ni-qui ont subi un traitement inductif de 10 jours sont pré-
veaux différents. sentés ici. Dans léableau Il sont reportés les effectifs
Pour chaque traitement, 96 microboutures uninodalesd'explams enracinés et les fréquences d'enracinem_e_nt'en
ont été utilisées. Les traitements ont été discriminés parfonction de la nature de la balance hormonale utilisee
comparaison multiple des moyennes aprés analyse de vadans le milieu d’induction. Le pourcentage moyen d’en-
riance suivie du test de Newman et Keuls au seuil de 5 %acinement est de 56 % et atteint 80 % pour les vitro-

ou bien par test Chide Pearson (logiciel Statistica). plants traités a 'AIB & 10 mg . Le pourcentage le plus
faible, 31 % de vitroplants enracinés, est obtenu avec le

traitement a '’ANA a 20 mg L.

2 Les vitroplants enracinés aprés un traitement a base

3. RESULTATS d’ANA présentent, pour 73 % a 90 % d’entre eux, peu de
racines { a 5 racines). Au contraire le traitement a base

3.1. Effet de la durée d’induction d’AIB a 10 mg L™ avec ou sans Kinétine induit plus de

5 racines par vitroplant pour 69 % a 73 % des vitroplants

enracinés. Parmi les vitroplants traités a I'ANA, la meil-

eure combinaison associe 'ANA a 10 mg'ia la Kiné-

tine 2 0,01 mg * (57 % de plants enracinés).

Les caractéres de croissance des vitroplants qui on
subi 10 jours ou 20 jours d'induction hormonale puis
28 jours de croissance sur milieu d’expression sans hor-
mone sont rapportés danstébleau | Dans tous les cas Dans letableau lllsont présentés les résultats obtenus
les microboutures qui ont subi une induction courte de sur la croissance des pousses et des racines des micro-
10 jours montrent une croissance significativement supé-boutures. Pour les vitroplants enracinés apres 28 jours de
rieure P < 0,05). Le volume de I'enracinement est trés culture sur milieu d’expression, les comparaisons de
nettement augmenté tant par le nombre moyen de racinesnoyennes montrent des différences significatives sur les
par vitroplant (NBRA = 5,5 racines pour 10 jours d’'in- caractéres de développement et principalement sur le
duction contre 2,4 pour 20 jours d’induction) que par leur nombre de racines produites (NBRA). Toutes les combi-
longueur (respectivement LGRA = 2,2 cm en moyenne naisons a base d’AIB induisent le développement d’'un
contre 1 cm). nombre de racines plus grand que toutes les combinai-
sons a base d’ANA (10 a 15 en moyenne, avec un maxi-
mum > 50 racines produites). Ces racines sont toutefois
plagiotropes et se développent & partir d’'un cal basal sou-
ventimportant (CAL). Au contraire, les racines qui se dé-
veloppent en présence d’ANA sont plus longues (4,6 a
5,0 cm en moyenne) et peu nombreuses (4 racines en

Pour I'étude détaillée de I'expression de I'enracine- moyenne). Elles sont plus vigoureuses et de type ortho-
ment, seuls les résultats obtenus a partir des vitroplantsrope. Parallelement ’ANA permet une croissance de la

3.2. Fréquence d’enracinement et croissance des
pousses et des racines apres 10 jours d’induction et
28 jours d’expression

Tableau |. Effet de la durée d’induction (10 jours ou 20 jours) sur la croissance des tiges et des racines de vitrdptanta chddiana
28 jours apres transfert sur milieu d’expression sans hormone.

Var_iable de Durée d'induction Analyse de variance

croissance 10 jours 20 jours ddl CM F P
LGTI (cm) 1,00 0,7 1 22,9 21,7 <0,05
NBND 2,4 2,00 1 35,5 11,5 <0,05
LGRA (cm) 2,2 1,0 1 338,8 56 <0,05
NBRA 5% 2,4 1 2365,6 41,4 <0,05
CAL 0,9 1,3 1 47,4 53,7 <0,05
Effectif 566 566 Total =1132

LGTI=longueur moyenne des tiges en pNBND = nombre moyen de nceudsGRA =longueur moyenne des racines en,®&BRA = nombre moyen des
racines CAL =taille du cal basal en unité arbitraire déterminée sur une éclellad® : 0 mabsence de cdl = petit ca) 2 = cal moyen3 = cal important.
@ Sur une méme ligne les lettres indiquent les groupes significativement différents au seuil de 5 %.
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Tableau II. Influence des régulateurs de croissance appliqués pendant 10 jours d'induction sur I'abondance des racines de
microboutures dAcacia raddiana28 jours aprées transfert sur milieu d’expression sans hormone.

Régulateur de croissance appliqué pendant I'induction (enTg L

ANA10 ANA20 AIB10 AIB 10

ANA10 AlIB20  Total ANA Total AIB Total

+kin 0,01 +kin 0,01
Effectif 96 96 94 96 91 93 286 280 566
NBRA=0 62 41 65 19 29 34 168 82 250
Pcent 65 % 43 % 69 % 20 % 32% 36 % 59 % 29 % 44 %
NBRA>0 34 55 29 77 62 59 118 198 316
Pcent 35% 57 % 31% 80 % 68 % 63 % 41 % 71 % 56 %
NBRA=1a5 28 40 26 21 19 24 94 64 158
Pcenf) 82 % 73 % 90 % 27 9% 31 9% 419 80 % 32% 50 %
NBRA>5 6 15 3 56 43 35 24 134 158
Pcenf) 18 % 27 % 10% 73 % 69 % 59 % 20 % 68 % 50 %

Sur une méme ligne les lettres indiquent les groupes significativement différents au seuil de 5 %.
@ Les pourcentages sont calculés sur I'effectif NBRA > 0.

Tableau Ill. Effet des régulateurs de croissance utilisés pendant 10 jours d'induction sur la croissance des tiges et des racines de
vitroplants dAcacia raddian&28 jours apres transfert sur milieu d’expression sans hormone.

Variables de Balance hormonale (mgb) Analyse de variance

croissance ANAIO ANA10 ANA20 AIB10 AIB10 AlB20 ddl CM F P
+kin 0,01 +kin 0,01

LGTI (cm) 1,500 1,70¢ 2,% 1,00 1,00 0,2 5 11,7 6, <0,05

NBND 3,9 3,9 3" 2,3 2,7 2,3 5 21,0 48 <0,05

b b

LGRA (cm) 4,9 48° 50 3 34 3r 5 294 44 <005

NBRA 4,2 4.4 3,8 14,2 14,8 10,4 5 1366,1 11,9 <0,05

CAL 0,22 0,6 0,6 1,5 1,2 1,4 5 14,8 18,4 <0,05

Effect_lfs’des plants 34 55 29 77 62 59

enracinés

LGTI = longueur moyenne des tiges en thBND = nombre moyen des nceydsGRA = longueur moyenne des racines en;BRA = nombre moyen
des racinesCAL =taille du cal basal en unité arbitraire déterminée sur une éclel&d : 0 -absence de cal = petit cal 2 = cal moyen 3 = cal impor-
tant..

@ Sur une méme ligne les lettres indiquent les groupes significativement différents au seuil de 5 %.

tige (LGTI) meilleure que 'AIB a 20 mg t, en particu- (figure 1b), a partir du transfert des microboutures sur
lier ANA 420 mg L' ou ANA a 10 mg *associé alaki-  milieu d’expression aprés une induction de 10 jours.
nétine a 0,01 mg t* (accroissement de 1,7 a 2,2 cm en Dans nos conditions expérimentales, nous avons obser-
moyenne en 28 jours). vé que quelle que soit la durée du traitement inductif ap-
pliqué, les premiéres racines n'apparaissent qu’apres le
transfert des explants sur milieu d’expression. On ob-
3.3. Cinétique de croissance des racines serve que sur les milieux & base d’ANA, le nombre de
racines produites est proche de la valeur maximum
La figure 1montre la cinétique de croissance des raci- (3 racines, SE =0,25) dés le septiéme jour de culture sur
nes exprimée par le nombre de racines par exp'ﬁ.nt ( le milieu d’eXpI’essiOﬂ. Dans le méme temps, le traite-
gure 13 et la longueur moyenne des racines par explant Ment & I'AIB a 10 mg * combiné ou non avec la
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Figure 1. Cinétique de croissance des racines de microboutufesdia raddianaur milieu d’expression sans hormone aprés 10 jours
d'induction en présence de ANA ou AIB (10 et 20 mY) hvec ou sans kinétine (0,01 mg)L

kinétine a 0,01 mg t* a déja conduit respectivement ala rences de longueur moyenne des racines sont significati-
formation de 5,8 et 4,8 racines en moyenne (SE = 0,25).ves dés le 1%jour de croissance sur le milieu d’expres-
Ce nombre continue de progresser jusqu’a la fin de I'ex- sion (d.d.l. =5, CM = 10,42F = 5,81,p < 0,05).

périence (14 racines en moyenne, SE = 0,60).

La nature de I'auxine (AIB ou ANA) induit des diffé-
rences de vitesse de croissance des racines pendant I'ex- 4 pDISCUSSION
périencefigure 1H. Onremarque, en particulier pendant
la deuxiéme semaine de culture, que la pente des courbes
de croissance des racines est plus forte aprés une induc- Les vitroplants d’acacia utilisés dans des expériences
tion a ’ANA gu'aprés une induction a I'AIB. Les diffé-  précédentes en particulier chezsenegal, A. raddianat
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A. albida, perdent trés rapidement leur potentialité d’en- tif appliquée. L’ANA et I’AIB sont donc nécessaires
racinement [1, 3, 5]. Ainsi che&. raddianail a notam- pour induire la formation des primordiums racinaires
ment été remarqué que leurs capacités a I'enracinementhezA. raddiang mais inhibent le développement des ra-
baissaient de prés de 88 % deés la deuxiéme subcultureines. La méme observation a été faite chesenegal

sur milieux de multiplication en présence de concentra- [1]. De méme, cheBrevillea robustal’induction de ra-
tions faibles ou moyennes (0,1 a 1,2 mg)Ld’ANA ou cines a été observée sur des microboutures apres traite-
d’AIB [7]. La nécessité d'utiliser des doses d’auxine plus ment a I’ANA 0,27 UM mais aucune racine ne s’est
élevées§ a8 mg L*d’ANA) et surtout celle de dissocier  développée aprés 45 jours de culture sur le milieu avec
les étapes de I'induction et de I'expression des racines aauxine [15]. L'inhibition du développement racinaire sur
déja été mise en évidence cHeinus radiatg[2], comme milieu d’induction serait due a un métabolisme de
chezA. senegall]. Chez cette espéce, un traitement in- 'auxine dont certains métabolites seraient inhibiteurs de
ductif de 12 jours a 'AM\ a 8 mg L apparait meilleur  la croissance des primordiums [14].

qu’un traitement de 6 jours et permet une nette ameéliora-  pang notre expérimentation, le meilleur traitement in-
tion du taux d'enracinement des microboutures des laqcteur de I'enracinement de microbouturea.dortilis

deuxieme subculture. subspraddianain vitro combine '’ANA comme auxine
L’application transitoire d’auxine (ANA ou AIB) (10 mg L) et une faible dose de cytokinine (kinétine a
pendant dix jours a amélioré I'enracinement des micro- 0,01 mg L%). Avec ce traitement les racines sont robus-
boutures dA. raddiana.Le pourcentage de microboutu- tes et orthotropes et le taux d’enracinement atteint 57 %.
res enracinées apres leur transfert sur milieu Méme si I'AIB peut induire un taux d’enracinement
d’expression est de 56 % en moyenne et atteint 80 % meilleur, le systeme racinaire formé avec ce régulateur
pour le traitement a 10 mgELd’AIB. Nous avons aussi  de croissance pourrait étre inopérant lors de la transplan-
observé gu'un traitement inductif de 10 jours sur milieux tation de ces arbres sahéliens en milieu naturel.
enrichis en AIB ou ANA s’avére meilleur qu'un traite-
ment de 20 jours. Cependant, il fort possible qu’un traite-
ment encore plus court (un jour ou méme quelques
heures) soit suffisant pour induire la rhizogenese chez
cette espece comme cela a été montré chez le porte-greff
de pommier [13].

Les deux auxines utilisées n’ont pas la méme action .
sur la morphologie du systéme racinaire mis en place. REFERENCES
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