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Culture "in vitro" des fragments de cotylédons des

plantules de Cedrus atlantica Manetti

MOHAMED ABOUROUH
&

LARBI NAJIM

RÉSUMÉ

ABOUROUH, M. & L. NAJIM (1990). Culture "in vitro" des fragments de cotylédons
des plantules de Cedrus atlantica Manetti. Saussurea 21: 75-80. En français, résumés
français et anglais.

Le développement du tissu méristématique sur les cotylédons des plantules de Cedrus
atlantica Manetti cultivés "in vitro" est important en présence d'une cytokénine (BAP)
à une concentration de 5 gm/1 et d'une auxime (AIB) à 0.5 pm/L. Une période de culture
de 4 semaines est nécessaire pour obtenir une formation de tissu méristématique sur toute
la longueur cotylédonaire.

ABSTRACT

ABOUROUH, M. & L. NAJIM (1990). "In vitro" culture of cotyledon explants of
Cedrus atlantica Manetti seedlings. Saussurea 21: 75-80. In French, French and English
abstracts.

The development "in vitro" of meristematic tissue on the cotyledons of Cedrus atlantica
Manetti seedlings is important with the cytokenin (BAP) and the auxin (AIB) added
respectively at concentration of 5 pm/1 and 0.5 pm/1. A culture period of 4 weeks is

necessary to obtain the formation of meristematic tissue along the cotyledons.

Introduction

La propagation des végétaux peut se faire soit par la reproduction faisant intervenir
les organes sexués, soit par la multiplication asexuée impliquant alors la fragmentation
d'une partie de l'individu primitif, méthode communément appelée "bouturage"; cette
méthode nécessite généralement la constitution de méristèmes nouveaux à partir de cellules

différenciées.
Jusqu'ici, la plupart des conifères, et c'est le cas pour le cèdre, sont propagés par

semis. Les méthodes traditionnelles de multiplication végétative par bouturage n'ont pas
été essayées pour cette espèce ligneuse.

L'induction "in vitro" d'organes chez les gymnospermes a été observée pour la
première fois par BALL en 1950. Durant la dernière décennie, plusieurs essais ont été faits
pour produire des plantules à partir de tissus ou d'organes de conifères cultivés "in vitro".
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Des succès partiels ont été signalés par GREENWOOD & BERLYN (1965), par BETHEL
(1972) et par KONAR (1963, 1975). D'autres travaux ont permis la régénération de plants
entiers racinés: Picea abies (CHALUPA, 1975), Picea glauca (CAMPBELL & DURZAN,
1975, 1976), Picea sitchensis (WEBB & STREET, 1977), Pinus gerardiana (KONAR,
1975), Pinus palustris (SOMMER & al., 1975), Pinus pinaster (DAVID & DAVID, 1977;
DAVID & al., 1978), Pinus radiata (REILLY & BROWN, 1976; REILLY & WASHER,
1977), Pinus taeda (MOTT & al., 1977), Pseudotsuga mensiesii (SOMMER, 1975;
CHENG & VOQUI, 1977; BOULAY & FRANCLET, 1977), Tsuga heterophylla
(CHENG, 1976), Thuya plicata (COLEMAN & THORPE, 1977).

La démarche suivie consiste dans un premier temps à induire ou stimuler le développement

de nouveaux bourgeons (phase de caulogenèse) puis à isoler ces bourgeons et
provoquer leur allongement en tiges feuillées et, dans un deuxième temps, à provoquer leur
enracinement (phase de rhizogenèse) de façon à reconstituer des plants entiers
autonomes.

Les recherches dans le domaine de la culture "in vitro" doivent être orientées vers
la recherche, pour chacune des étapes précitées, du meilleur explant, d'un milieu de
culture adéquat et des conditions optimales de culture.

Le cèdre de l'Atlas (Cedrus atlantica Manetti) s'étend au Maroc sur 131.000 ha. Le
maintien de ses peuplements naturels pose aux forestiers des problèmes particuliers: pour
n'en citer que deux, absence de régénération naturelle et difficultés de production en pépinière

de plants de qualité se traduisant par un pourcentage d'échec élevé au moment de
la plantation. La sélection génétique et la mycorhization contrôlée sont des moyens efficaces

dans l'amélioration de la qualité des plants forestiers. Un certain nombre de caractères
recherchés par les forestiers, croissance rapide, qualité du bois, tolérance aux variations
climatiques, résistance aux agents phytopathogènes, peuvent être sélectionnés ou induits
grâce aux techniques de la culture "in vitro". Au cours de ce travail, nous avons essayé
de déterminer les potentialités d'organogenèse des cotylédons extraits de jeunes plants
de Cedrus atlantica Manetti et les concentrations optimales en régulateurs de croissance
(cytokénine et auxine) du milieu de culture.

Matériel et méthodes

Des graines de Cedrus atlantica (provenance de Ketama) sont utilisées au cours de
ces essais. Elles sont mises en germination sur de la vermiculite à la température ambiante
sans aucune stratification préalable. Nous pallions au faible pourcentage de germination
(10%) caractérisant ce type de graines par le dépôt dans le substrat d'un nombre élevé
de semences. Les semis issus de la germination des graines sont stérilisés en surface
pendant 10 minutes dans une solution d'eau de Javel à 20% additionnée de 2 gouttes d'un
détergent et lavés quatre fois dans de l'eau distillée stérile. Les cotylédons, dont le nombre
par graine varie entre 5 et 9, sont excisés et cultivés, la surface adaxiale au dessus, dans
des boîtes de Pétri de 9 cm de diamètre contenant du milieu de MURASHIGE & SKOOG
(1962), gélosé (0.8%) et dilué de moitié. La composition de ce milieu de culture (MS) est
la suivante (mg/1):

— KNO3, 1900; NH4NO3, 1650; KH2PO4, 170; CaCl2.2H20, 440; MgS04.7H20,
370; FeS04.7H20, 27.8; Na2.EDTA.H20, 37.3; H3BO3, 6.2; ZnS04.7H20,
8.6; MnS04.7H20, 16.9; Na2Mo04.2H20, 0.25; Kl, 0.83; CuS04.5H20,
0.025; CoC12.6H20, 0.025; myoinositol, 100; glycine, 2; thiamine HCl, 0.1;
acide nicotinique, 0.5; pyridoxine HCl, 0.5; eau distillée jusqu'à 1 litre.

A chaque litre du milieu de culture dilué de moitié, nous ajoutons 30 g de saccharose
et des concentrations variées d'une cytokénine (la 6 benzyl-aminopurine (BAP): 1.5 et
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10 (am) et d'une auxine (l'acide indolbutyrique-3 (AIB): 0, 0.05 et 0.5 pm). Le pH est
ajusté à 5.5 et le milieu est autoclavé à 121°C pendant 20 minutes.

Après 4 semaines de culture, les explants montrant un développement méristémati-
que sont transférés dans des tubes à essais (1 explant par tube) contenant le même milieu
de base, dilué, enrichi de 30 g/1 de saccharose, en l'absence de régulateurs de croissance
et contenant ou non du charbon activé (2:100).

Tous les essais ont lieu à la température ambiante, sous une lumière artificielle dont
nous ignorons l'intensité.

Résultats

Développement de tissu méristématique sur les cotylédons

En fonction des concentrations de la BAP et de l'AIB, des réactions variées sont
enregistrées après 4 semaines en culture.

A) BAP seule

Ai) BAP à 1 pm/1 — Les cotylédons de couleur verte à la mise en culture sur le
milieu d'initiation deviennent brunâtres et commencent à se nécroser avec le temps. Le
développement du tissu méristématique sur ce type d'expiant est très faible.

A2) BAP à 5 pm/1 — Nous assistons au même phénomène que précédemment avec
un développement méristématique un peu plus important.

A3) BAP à 10 pm/1 — Le changement de coloration est moins important et moins
rapide que pour les deux cas précédents avec un développement méristématique du même
ordre que pour le A2.

B) BAP + 0.05 pm d'AIB

Bi) 1 pm de BAP + 0.05 pm d'AIB — Nous enregistrons dans ce cas un développement

peu important du tissu méristématique accompagné, avec l'âge des cultures, d'un
changement de couleur et d'une nécrose des cotylédons.

B2) 5 pm de BAP + 0.05 pm d'AIB — Le développement du tissu méristématique
est faible tandis que le changement de couleur et la nécrose des explants sont plus rapides
que dans le cas précédent.

B3) 10 pm de BAP + 0.05 pm d'AIB — Nous assistons au même phénomène que
dans le cas précédent.

C) BAP + 0.5 pm d'AIB

Ci) 1 pm de BAP + 0.5 pm d'AIB — Nous remarquons un développement du tissu
méristématique faible, un changement de couleur et une nécrose avec le vieillissement de
la culture.

C2) 5 pm de BAP + 0.5 pm d'AIB — Nous assistons ici à un développement
méristématique maximum. Tous les explants manifestent une prolifération méristématique
importante; pratiquement toute la surface des cotylédons se trouvant en contact avec le
milieu d'induction étant couverte par ce type de tissu. Ce tissu méristématique n'est pas
initié sur la partie supérieure qui n'est pas en contact avec le milieu de culture.

C3) 10 pm de BAP + 0.5 pm d'AIB — Dans ce cas, le développement du tissu
méristématique est intermédiaire entre le C2 et les autres cas.
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Développement des primordia foliaires

Après le transfert, des explants ayant manifesté un développement important du tissu
méristématique sur un milieu de base (MS dilué de moitié) enrichi d'une source d'énergie
(30 g/1 de saccharose) mais ne contenant pas de régulateurs de croissance (milieu
d'allongement), nous assistons, durant les trois semaines qui suivent, à un développement des
primordia foliaires et à la formation d'aiguilles. L'importance de cette formation est la
même en présence ou en absence du charbon activé (2:100). Avec le temps, ces aiguilles,
initialement de couleur verte, arrêtent leur allongement, brûnissent et se nécrosent.

Discussion

Nos essais préliminaires sur la culture "in vitro" des cotylédons de Cedrus atlantica
montrent que le développement du tissu méristématique est important en présence d'une
cytokénine (la BAP) à une concentration de 5 pm/1 et d'une auxine (l'AIB) à 0.5 pm/1.
La prolifération méristématique étant très faible sur le milieu de culture ne contenant que
de la BAP quelle que soit sa concentration. La cytokénine et l'auxine combinées sont donc
nécessaires pour l'obtention d'une prolifération abondante. CAMPBELL & DURZAN
(1975) ont remarqué que le rapport cytokénine-auxine du milieu de culture est important
pour l'induction de la caulogenèse sur les explants constitués d'axes hypocotylés de plan-
tules de Picea glauca. Les résultats que nous avons obtenus sur les cotylédons de Cedrus
atlantica se rapprochent également de ceux de CHENG (1975) sur les explants cotylédo-
naires de Picea glauca et sur ceux de Pseudotsuga mensiesii et de JANSSON & BORN-
MAN (1980) sur les aiguilles de Picea abies. Le premier auteur a noté que la formation
des bourgeons adventifs est favorisée par un rapport cytokénine (BAP), auxine (ANA)
de 1000:1 alors que le rapport optimal pour JANSSON & BORNMAN (1980) est de 100:1.
En ce qui nous concerne, ce rapport est de 10:1 (BAP:AIB). L'induction des bourgeons
adventifs sur divers explants de Thuya plicata (les cotylédons par exemple) nécessite une
concentration forte en cytokénine par rapport à celle en auxine. Ces besoins ont été
démontrés à la fois pour les gymnospermes et pour les angiospermes malgré des variations
fréquentes dues à la variété ou à l'espèce végétale, à l'âge de l'expiant ou aux conditions
expérimentales (COLEMAN & THORPE, 1977); les cotylédons de Sequoia gigantea sont
par exemple capables de produire des bourgeons adventifs en l'absence de tout régulateur
de croissance exogène (COLEMAN & THORPE, 1976). Une concentration relativement
élevée en saccharose (30 g/1) est nécessaire pour l'induction de la caulogenèse. En effet,
selon TRANVAN & THOMAS (1981), l'isolement des cotylédons diminue leur aptitude
à former des bourgeons adventifs; cette aptitude peut être restaurée en augmentant la
concentration du milieu en sucre.

Une période de culture de quatre semaines est nécessaire pour obtenir la formation
de tissu méristématique sur tout la longueur cotylédonaire. Cette durée est considérée par
AITKEN & al. (1981) comme étant une situation normale et idéale.

Le maintien prolongé des cultures sur le milieu "d'induction" favorise le développement

des cals et inhibe celui des bourgeons adventifs (TSOGAS & BOURIQUET, 1982);
la croissance de ces bourgeons étant stimulée sur un milieu de base ne contenant pas de
régulateurs de croissance. L'élimination de ces substances arrête la croissance des cals et

provoque l'élongation de la tige et l'expansion des écailles des bourgeons adventifs
(CHENG & VOQUI, 1977). C'est ainsi que l'utilisation d'un milieu d'induction enrichi
de cytokénine suivie par le transfert et le maintien sur un milieu de base dilué ne contenant
souvent pas de phytohormones ou en contenant en faibles quantités pour stimuler
l'élongation des tiges formées avant leur enracinement, sont devenus pratiques courantes
(CAMPBELL & DURZAN, 1975; CHENG, 1975; SOMMER & al., 1975; WINTON &
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VERHAGEN, 1977; COLEMAN & THORPE, 1977; VON ARNOLD & ERIKSSON,
1978; BOULAY, 1979). Nous constatons dans ce travail que les transferts des explants
du milieu "d'induction" après la formation du tissu méristématique vers un milieu de
base dépourvu de régulateurs de croissance permet le développement de pousses feuillées.
Malheureusement, l'allongement des aiguilles formées s'arrête très tôt sans dépasser 2
à 3 mm, leur couleur change et elles se nécrosent. Ces phénomènes sont sans aucun doute
dus aux conditions de culture défectueuses et plus particulièrement à la température et
à la lumière, loin sans aucun doute des valeurs adéquates. AITKEN & al. (1981) ont constaté

qu'après 6 semaines (trois sur le milieu d'induction et trois sur le milieu d'allongement),

le tissu méristématique formé sur les cotylédons de Pinus radiata donne naissance
à plusieurs aiguilles primaires. Durant les trois semaines qui suivent, les apex à la base
de ces aiguilles se développent et forment des tiges aériennes de petite taille. Ces auteurs
ont maintenu leurs cultures sous une photopériode de 16 h, une intensité lumineuse de
80 E m-2 S"1 et sous des températures de 28 ± 1°C le jour et de 24 ± 1°C la nuit durant
la phase d'initiation et de 24 ± l°Cle jour et de 20 ± 1°C la nuit durant la phase
d'allongement.
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