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Aprés le bouturage du teck
en conditions horticoles*,
cet article traite de

la propagation in vitro

de cette méme espece,
toujours dans le cadre

du projet de collaboration
entre ICSB et le CIRAD-Forét.

* CF. MONTEUUIS et af., 1995,

Le teck (Tectona grandis Linn. f.) est
une essence de bois d’ceuvre origi-
naire d'Asie du Sud-Est trés prisée
pour les caractéristiques technolo-
giques et la valeur esthétique de son
bois, également réputé pour sa du-
rabilité. I est de ce fait trés utilisé
pour les constructions navales et la
menuiserie de luxe {C.T.F.T., 1990).
Lla demande mondiale est bien su-
périeure aux ressources disponibles
(Dupuy, 1990} et les actions de re-
boisement nécessitent la production
de nombreux plants de la meilleure
qualité possible.

L'espéce se propage traditionnelle-
ment par graines. Les semis peuvent
8tre conservés quelques mois sous
forme de « stumps » & diverses fins :
fransport, attente de conditions de
plantations satisfaisantes (KAOSA-ARD,
1986). Ce mode de propagation
sexuée présente néanmoins certains
handicaps. le nombre de graines
produit par arbre est généralement
faible, et la faculté germinative, va-
riable en fonction des origines, du
mode de conservation et des traite-
ments pratiqués (KAOSA-ARD, 1986 ;
WHITE, 1991), demeure globale-
ment réduite. Par ailleurs, le matériel
issu de semis se révéle hétérogéne,
méme au sein de descendances.
Cette variabilité s'exprime au niveau
des paramétres de croissance et de
forme, et des caractéristiques tech-
nologiques et esthétiques (BEDEL,
1989 ; DUPUY, VERHAEGEN, 1993).
La sélection sur la hauteur du fot
tend, en outre, & rallonger la durée
des cycles de reproduction. Ce sont
certains des inconvénients auxquels
se heurte I'amélioration génétique de
I'espéce par voie générative, en sus
de l'incertitude quant & I'héritabilité
de caractéres d'imporfance éconc-
mique majeure.

La multiplication végétative permet
de reproduire, théoriquement & 'in-
fini, un individu en préservant son
génotype ef, en conséquence,
I'ensemble de ses caractéristiques
(HARTMANN et al., 1990). Cetie par-
ticularité revét une importance pré-

pondérante pour assurer la trans-
mission de caractéres sous contrdle
génétique de type non additif, sur-
tout lorsque ceux-ci ont un fort im-
pact économique. Les informations
disponibles & ce jour, bien que frag-
mentaires, incitent & ne pas négliger
cet aspect [CHELIAK, ROGERS, 1990).
La reproduction végétative, et parti-
culigrement le clonage conforme
d'individus sélectionnés, devrait denc
permettre d'améliorer considérable-
ment la valeur marchande des plan-
tations de tecks en gagnant en quali-
& et en homogénéité (MASCARENHAS,
MURALIDHARAN, 1993}.

Une technique de bouturage horti-
cole o ét& mise au point dans ce but
dans le cadre de la collaboration
entre Innoprise Corporation Sdn
Bhd et le CIRADForét au Sabah, dans
le nord de Bornéo (MONTEUUIS ef
al, 1995). la création, dans le
méme cadre de collaboration, d'un
laboratoire  de  biotechnologies
(MONTEUUIS, 1993) nous a permis
d’étudier la réactivitt du teck &
la culture in vitro, déja tesiée
par ailleurs (KAOSA-ARD et al., 1987 ;
MASCARENHAS, MURALDHARAN, 1993 ;
SUNITIBALA DEVI et al., 1994). Cet ar-
ficle se propose de développer cet
aspect ef d'envisager les intéréts
pratiques, plus  particuliérement
dans une optique de développe-
ment.

PROPAGATION
_ INVITRO
A PARTIR DE GRAINES

Les conditions de culture in vitro peu-
vent s'avérer trés utiles pour aug-
menter rapidement les effectifs &
partir de lots de graines présumées
précieuses mais en nombre insuffi-
sant ou & faible faculté germinative.
Ce peut étre le cas de provenances
ou de descendances particuliére-
ment intéressantes d'un point de vue
génétique, issues par exemple de
croisements contrdlés.
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L'effet bénéfique de la culture in vitro
peut se ressentir, dans un premier
temps, par une augmentation du
taux de germination ou, dans un se-
cond femps, & fravers la possibilité
de multiplier végétativement le ma-
tériel germé. le manque d'informa-
tions pour sélectionner, & un stade
aussi précoce, un génotype par rap-
port & un autre incite généralement
& propager |'ensemble sans distinc-
tion individuelle. C’est la propaga-
tion « en vrac », ou « bulk propaga-
fion », qui peut éire pratiquée plus
ou moins longtemps, en fonction des
besoins. les risques de rétrécisse-
ment de la base génétique initiale
au fil des cycles de propagation,
dans ["éventualité ol certains géno-
fypes se multiplient bien plus rapide-
ment que d'autres, ne doivent ce-
pendant pas éfre sous-estimés.
L'alternative de la propagation clo-
nale, dés lors que les semis germés
in vitro sont suffisamment dévelop-
pés pour étre divisés, peut étre ap-
pliquée en fonction des objectifs :
estimation de la variabilité inter- et
intraclonale par exemple. Sur le
plan pratique, cette option demeure
malgré tout bien plus lourde & gérer
que la propagation « en vrac ».

METHODOLOGIE

La procédure consiste tout d'abord
& briser les fruits, ou plus précisé-
ment les drupes arrivées & maturité,
en évitant d'endommager les
graines qu'elles renferment, au
nombre d’une & deux en moyenne.
L'opération peut s'effectuer & 'aide
d’un marteau, I'épaisseur du méso-
carpe et |'utilisation d’un support suf-
fisamment souple, serviette pliée par
exemple, permettant d’amortir les
chocs. L'extraction d'importantes
quantités de graines peut justifier
I'emploi d'un réceptacle alvéolaire,
de profondeur légérement inférieure
au diamétre des fruits, destiné & pro-
téger les graines des risques d’écra-
sement sous |'action des coups de
marteau. Sitét exiraites, le plus déli-

catement possible, celles-ci sont pla-
cées en conditions humides, au
contact par exemple de papier fi-
breux imbibé d’eau afin déviter leur
dessiccation. Aprés immersion du-
rant 10 min. dans une solution
aqueuse a 0,1 % de HgCl, suivie de
trois abondants ringages dans de
I'eau pure stérilisée par autoclava-
ge, les graines sont ensemencées en
conditions stériles dans des tubes de
culture (21 x 150 mm) recouverts de
capuchons en polypropyléne et
contenant 10 ml d'un milieu nutritif
gélifié, adapté & la germination et
aux premiéres phases de dévelop-
pement. L'ensemencement d'une
graine par tube permet de circons-
crire les contaminations aux seules
graines infectées. Toutefois, si les
risques ne sont pas frop élevés et si
la taculté germinative est faible, il
est pratiquement bien plus avanta-
geux d'infroduire deux graines par
tube qui, le cas échéant, pourront
étre repiquées individuellement en
cas de double germination. Les cul-
tures ainsi obtenues sont d‘abord
placées & l'obscurité & 24+2 °C
pendant deux semaines, puis frans-
férées sous un régime photopério-
digue « 16 h/8 h » « jours longs »,
avec une intensité lumineuse de 50-
60 pmol m2 571 et & une températu-
re de 28/22 £ 2 °C jour/nuit qui
constituent les conditions standard.
Deux a frois mois plus tard, en fonc-
tion des lots de graines, la majorité
des semis germés dans ces condi-
tions in vitro a atfeint une hauteur de
5 & 6 cm environ.

A ce slade, les semis in vitro peuvent
8tre acclimatés en vue de leur plan-
tation au champ.

lls peuvent aussi étre micropropagés
par microbouturage dés que I'axe
épicotilé est suffisamment dévelop-
pé, en prenant conscience dés lors
que 'appareil racinaire de semis
d‘origine sera remplacé par des ra-
cines adventives. L'opération, qui
s'effectue sous hotte & flux laminaire
en conditions stériles, consiste &
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couper fransversalement les tiges en
segments nodaux de 1 & 2 cm de
long. Ces microboutures doivent
comporter au moins un noeud avec
la portion d'axe sous-jacente plus
longue que la portion sus{acente. La
surface foliaire peut &tre réduite de
moitié, voire de deuxdtiers. Le repi-
quage s'effectue soit en bocaux de
culture, a raison de 6 microboutures
par bocal lorsque les effectifs par
origine le permettent, soit en tube de
culture. Les bocaux de 10cm de
hauteur et 6 cm de diamétre contien-
nent 50 ml de milieu de culture et
sont recouverts d'un capuchon en
polycarbonate. Le milieu de culture
a été concu pour favoriser I'élonga-
tion des pousses et leur multiplica-
tion par bourgeonnement axillaire.
L'addition d’un seul régulateur de
croissance & faible dose permet
d'éviter les risques de phytotoxicité
par accumulation tissulaire, d terme,
et de garantir le maximum de
conformité¢ génétique. Lles cultures
sont maintenues en conditions d'en-
vironnement standard stipulées pré-
cédemment.

La périodicité des sub-cultures est de
deux mois, & I'issue desquels les ex-
planis, aprés avoir été sectionnés
comme indiqué préclablement, sont
repiqués sur milieu frais ou sont ex-
pédiés pour la phase d’enracine-
ment/acclimatation. Celle<ci consis-
te & immerger, durant quelques
minutes, les microboutures exiraites
des récipients de culture (indépen-
damment des racines adventives
qu’elles ont pu former spontanément
in vitro) dans une solution aqueuse
titrant 5 g/| de Thirame, avant repi-
quage dans les bacs de bouturage
remplis de sable, sous « mist
system » et 50 % d'ombrage. Aucu-
ne substance rhizogéne n’est appli-
quée. La fréquence des pulvérisations
du « mistsystem » est régulée auto-
matiquement par une sonde de type
« feville électronique » (HARTMANN
et al., 1990}. Les conditions d'envi-
ronnement sont les mémes que celles
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décrites pour le bouturage horticole
(MONTEUUIS ef al., 1995). Trois se-
maines plus tard, les tigelles enraci-
nées sont fransplantées en contai-
ners cylindriques de polyéthyléne
noir de 10 x 15 cm, remplis de sub-
strat d'élevage & base de terre su-
perficielle locale argilo-limoneuse.
L'ombrage de 50 % est maintenu,
mais la fréquence du mist system est
réduite de moitié. Aprés trois se-
maines dans ces conditions, les
plants sont transférés en pépiniére
o, a l'issue de trois mois de culture
intensive, ils atieindront un dévelop-
pement suffisant — 30 & 40 cm de
haut environ - pour &tre plantés

{photos 2 & 6).

RESULTATS

O Obtention de semis in vitro

Environ 50 000 graines de feck de
diverses origines ont déja été intro-
duites in vifro en appliquant la pro-
cédure décrite précédemment. Une
étude  comparative  regroupant
24 000 graines correspondant d
10 origines géographiques diffé-
rentes ef 57 descendances du ver-
ger & graines de La Sangoué en
Cote-d'lvoire, & faible faculié germi-
native présumée, a permis d’obser-
ver deux mois aprés introduction un
certain nombre de résultats :

o le taux de réussite, défini par le
nombre de semis d’apparence nor-
male et suffisamment vigoureux
pour éire acclimatés par rapport au
nombre de graines initialement in-
troduites N, varie entre 2 et 57 %
selon les origines géographiques,
avec une valeur moyenne de 30 %.
Ce taux fluctue entre O et 64 % pour
les descendances, bornant une va-
leur moyenne de 19 %.

e le taux de contaminations
- nombre de graines et de semis
contaminés par rapport a N, - varie
de 5 & 76 % en fonction des ori-
gines géographiques, avec 26 %
comme valeur moyenne. En ce qui

concerne les descendances, ce taux
fluctue entre 2 et 73 %, avec 21 %
pour valeur moyenne.

¢ le taux moyen de plantules anor-
males, déterminé l& encore par rap-
port & N, - est de 17 % pour les ori-
gines géographiques, avec 4 % at
32 % comme valeurs extrémes. Ce
taux est de 12 % pour les descen-
dances, et varie de O {lots n‘ayant
pas germé) & 53 %.

¢ le taux de graines non confami-
nées n’ayant pas germé a I'issue des
deux mois de mise en culture, calcu-
& par rapport & N,, fluctue de 3 &
47 % en fonction des différentes ori-
gines géographiques, avec 28 %
comme valeur moyenne. Selon les
descendances, ce méme taux varie
de 0 & 98 % ; la valeur moyenne
correspondante est de 47 %.

O Micropropagation des semis in
vitro

Le coefficient de mulfiplication est de
3 au terme de chaque subculture de
deux mois, ce qui correspond & un
accroissement exponentiel des ef-
fectifs au cours du temps de la forme
3, n étant le nombre de subcultures.
Il s'agit d'un coefficient de multipli-
cation moyen et réaliste, établi sur
quatre années & partir de plusieurs
milliers de microboutures de diffé-
rentes origines géographiques et
génétiques, et en fenant compte des
pertes éventuelles. Le taux d’enraci-
nement spontané sur le milieu d'al-
longement/multiplication de base
se situe autour de 80 % lors des pre-
miers cycles de culture ; il se stabili-
se ultérieurement autour de 60-

70 %.

Indépendamment du fait qu’elles
aient développé des racines in vitro
ou non, les microboutures s’acclima-
tent avec un taux de succés supé-
rieur @ 90 %. Il s’agit l& encore d'un
faux moyen, correspondant & plu-
sieurs milliers de microboutures
d’origines diverses acclimatées &
différentes dates.

MICROPROPAGATION
DE GENOTYPES
SELECTIONNES

IN VIVO

Les génotypes sélectionnés in vivo,
pour étre micropropagés in vitro,
peuvent éfre d'dge frés varioble et
se présenter fout aussi bien sous la
forme de sujets in situ que de pieds-
méres en pépiniére, dés lors qu'il est
possible de disposer de bourgeons.
Les portions d'axes végétatifs, d'une
part, et les méristémes primaires
caulinaires, d’auire part, ont &té les
deux types d'explants primaires re-
tenus pour micropropager le teck
avec le maximum de garanties au ni-
veau de la conformité génotypique

{(HAINES, 1994).

A PARTIR DE PORTIONS
D’AXES VEGETATIFS

0O Méthodologie

Les portions mononodales et termi-
nales d’axes végétatifs sont préle-
vées préférentiellement sur  des
pousses herbacées ou semiligneu-
ses, de diamétre inférieur & 1,5 cm,
qui peuvent &tre obfenues & partir
de rondins placés en conditions de
forcage [MONTEUUIS ef al., 1995} ;
les axes ligneux posent plus de pro-
blémes de désinfection. Les tiges ré-
coltées peuvent tre fransporiées ef-
feviliées, & l'abri du soleil et en
conditions suffisamment humides.
Au laboratoire, les pousses sont dé-
barrassées de leurs feuilles par sec-
tionnement du pétiole au sécateur &
une distance suffisante de I'axe, en
veillant & ne pas endommager les
bourgeons — « yeux » — axillaires,
puis débitées en segments d’une di-
zaine de cm de long. Aprés immer-
sion durant 30 min. dans une solu-
fion de 0,25 % de HgCl, , suivie de
frois abondants ringages dans de
I'equ pure stérilisée par autoclava-
ge, ces froncons sonf sectionnés &
I'aide de scalpels, en conditions sté-
riles, sous hotte d flux laminaire, en
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DU LABORATOIRE AUX PLANTATIONS :
ETAPES SUCCESSIVES DE LA PRODUCTION INDUSTRIELLE PILOTE
DE VITROPLANTS DE TECK
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porfions mononodales ou terminales
de 1 & 2 cm de long. Cellesci sont
introduites individuellement en tubes
de culiure, placés quelques jours
dans les conditions d'obscurité fota-
le décrites pour les germinations. Les
segments nodaux de diamétre com-
pris entre 0,5 et 1,5 cm peuvent étre
divisés longitudinalement en deux
explants primaires portant chacun
un bourgeon et infroduits dans deux
tubes différents, afin d’éviter de
perdre  systématiquement  deux
sources virtuelles de pousses en cas
de contamination de I'explant. En
appliquant ce procédé, 6 & 12 ex-
plants primaires environ sont sus-
ceptibles d'8tre introduits in vitro &
partir d'une tige prélevée en condi-
tions in vivo. Les tubes contiennent
10 ml de miliev de culture gélifié
congu pour stimuler le « débourre-
ment » des bourgeons et la produc-
tion de pousses {photo 7). Celles-ci,
lorsqu'elles ne présenfent pas de
signes de contamination et dés
qu'elles mesurent Tcm de long
(photo 8), sont excisées. Elles sont
transférées en tubes de culture pen-
dant une a deux sub-cultures, afin de
s'assurer de leur état sanitaire avant
le repiquage en bocal, dans les
conditions de micropropagation dé-
crites précédemment. L'acclimata-
tion puis I'élevage en pépiniére s'ef-
fectuent également comme pour les
microboutures issues de germina-
tion in vifro.

[0 Résultats

Les relevés effectués & partir de plu-
sieurs génotypes et différentes dates
d’infroduction ont permis d'observer
que, selon les manipulateurs, 5 &
30 % des explants primaires mis en
culture produisent des pousses utili-
sables pour initier les cultures. La
phase de réactivation, ou rajeunis-
sement physiologique [MONTEUUIS,
1989), nécessite, en fonction des
génotypes et de leur &ge, une durée
de 4 & 8 mois. Au terme de cefte
période, le matériel végétal « réacti-
vé » se microbouture par bourgeon-

INTRODUCTION IN VITRO DE MATERIEL RECOLTE IN VIVO

[ Sous forme de portions mononodales de 1 & 2 cm de long
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nement axillaire avec des taux de
muliiplication identiques & ceux des
jeunes semis, soit 3, voire plus, &
I'issue de chaque subculture de
deux mois. 50 & 60 % des micro-
boutures s’enracinent alors sponta-
nément, comme le matériel juvénile,
ce qui #émoigne également du ra-
jeunissement physiologique des gé-
notypes sélectionnés agés.

Ces observations correspondent &
une période de trois ans de culture
in vitro de plusieurs génotypes dgés
de & a 15 ans, floriféres, et donc
physiologiquement  matures  en
conditions  naturelles  (HACKETT,
1985 ; WAREING, 1987). L'étude «
été affinée en comparant un génoty-
pe de 15 ans & sa descendance de
semis in vifro. Plusieurs milliers de
microboutures ont é# ainsi pro-
duites & ce jour et acclimatées, en
I'absence de traifement rhizogéne
parficulier, dans les mémes condi-
tions que les microboutures de semis
in vitro, avec des taux de succés su-
périeurs & 90 %.

A PARTIR DE MERISTEMES
PRIMAIRES CAULINAIRES

O Méthodologie

Aprés désinfection superficielle des
bourgeons terminqux par une rapi-
de pulvérisation d'éthanol & 70 %,
les jeunes feuilles ef les ébauches fo-
liaires sont excisées & I'aide d'éclats
de lames de rasoirs montées sur
mandrins d'horloger. Ce travail s'ef-
fectue sous loupe binoculaire
jusqu’a ce que le ddme méristéma-
tique, et éventuellement les primor-
dia en fonction du plastochrone, en
position opposée décussée, soient
bien dégagés. L'ensemble, dont la
taille hors tout est de 0,3 mm, est
alors excisé et mis en culture dans
des boites de Pétri en polystyréne de
3,5 cm de diamétre contenant 4ml
de milieu gélifié adapté, a raison de
5 méristémes par boite de Pétri.

Toutes ces opérations se déroulent
sous hotte & flux laminaire, en condi-

tions stériles, avec le maximum de
précautions et de rapidité.

Les repiquages sur milieux « frais »
s'effectuent toutes les deux semaines.
Aprés deux & trois mois, les pousses
de 5 4 10 mm issues des méristémes
sont fransférées en tubes, dans les
mémes conditions que les cultures
initiées & partir de portions monono-
dales ou terminales.

O Résultats

Entre 7 000 ef 8 000 méristémes
primaires apicaux de génotypes
dgés — 6 a 50 ans - de teck ont été
mis en culture afin de définir les pro-
tocoles de régénération du teck par
culture de méristémes. La méthodo-
logie établie permet actuellement de
régénérer des lignées issues d'un
seul méristéme, ou « mériclonales »,
a partir de 60 % de |'effectif de mé-
ristémes introduits & l'origine en cul-
ture primaire (photos 9 et 10). Six
mois plus tard, ce matériel se micro-
propage in vifro avec les mémes ca-
pacités organogénes que les micro-
boutures issues de semis in vitro.
L'acclimatation s'effectue également
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avec des faux de succés avoisinant
95 %. Des « mériclones », certains
représentés par plusieurs milliers
d'individus, ont été ainsi produits
durant les trois derniéres années par
le projet pour étre installés, notam-
ment, en parcelles expérimentales

{photo 11).

INTERET
_ POUR LE
DEVELOPPEMENT

Les observations réalisées durant les
quaire derniéres années, & partir des
profocoles mis au point au laboratoi-
re de biotechnologies de Tawau, in-
diquent que le teck réagit remar-
quablement bien aux conditions de
culture in vitro, contrairement &
nombre d'autres espéces arbores-
centes forestiéres {HAINES, 1994).

Les graines placées in vitro dans les
conditions stipulées ont germé dans
des proportions nettement supé-
rieures, soit 21 % en moyenne, aux
résultats obfenus pour les mémes lots
de graines en pépiniére, ol le taux
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de germination moyen était de 4 %
pour les graines extraites des fruits ou
de 11 % lorsque les fruits sont alfer-
nativement immergés, puis séchés au
soleil (rapport d'activités Pisp, 1996).
La germination in vitro peut, dans des
cas similaires de faible capacité ger-
minative, permefre de sauver cer-
tains lots et d'assurer leur représenia-
tivité tout en augmentant le « gene
pool » disponible. L'intérét est mani-
feste pour les programmes de conser-
vation ex situ et d’amélioration de
I"'espéce, a différents niveaux.

Les conditions in vitro permetient
également de mieux étudier la facul-
té germinative des graines, en fonc-
tion de leur origine, et les anomalies
de développement précoce suscep-
tibles d'affecter certains lots, comme
présenté.

L'obtention de cultures saines et
réactives constitue la phase la plus
critique de la micropropagation de
matériel poussant en conditions na-
turelles.

Le protocole de désinfection actuel-
lement en vigueur permet, de fagon
routiniére, d'initier des cultures saines
et réactives & partir de portions mo-
nonodales et terminales d’axes vé-
gétatifs provenant de génotypes
d'ages variables en conditions natu-
relles. Les efforts faits pour améliorer
les taux de réussite en culture pri-
maire se poursvivent néanmoins, &
I'occasion des fréquentes introduc-
tions de nouveaux matériels.

L'initiation de cultures & partir de
méristiémes primaires caulinaires re-
quiert plus de finesse, de concenira-
tion et d’habileté de la part du mani-
pulateur. A fitre indicatif, une
personne compétente peut infrodui-
re 100 méristémes en quatre heures.
Sous réserve de disposer en quanti-
tés suffisantes d'extrémités cauli-
naires apicales, le rendement en
termes de cultures primaires initiées
avec succeés peut étre neftement su-
périeur & celui obtenu par la fech-
nique précédente. La culture de mé-
ristémes permet d'introduire in vifro

du matériel végétal indemne de
germes pathogénes exogénes et sur-
tout endogénes qu'il est trés difficile
d'éradiquer par d'autres moyens
(HARTMANN ef al., 1990). Elle peut
étre adaptée & |'introduction in vitro
de génotypes & proximité des zones

de récoltes in situ, étant donné le-

faible encombrement des boites de
culture, la proximité d'une flamme
assez puissante réduisant les risques
de contaminations atmosphériques.
Enfin, la culivre de méristémes de-
vrait permetire de développer des
protocoles de  cryoconservation
adaptés & |'espéce, dont I'intérét
pour le stockage de germplasme
ex sifu est évident (HAINES, 1994).

Indépendamment de l'origine et des
techniques d'infroduction du maté-
riel végétal, le protocole de micro-
propagation a été congu dans la
perspective d'une production infen-
sive de vitroplants de teck confor-
mes & moindre colt.

Ce protocole repose sur un milieu
d'élongation-multiplication de base
unigque, avec une concentration mi-
nimale en substance de croissance.
Simples de composition, les solu-
tions les plus économiques ont été
adoptées quant au choix de certains
composants et aufres  produits
consommables.

Le fait d'enraciner et d'acclimater
directement les microboutures pro-
duites en conditions horiicoles
(KAOSA-ARD et al., 1987 ; KAOSA-
ARD, APAVATIRUT, 1988) permet
également de réduire considérable-
ment les colts de production in vitro
[MONTEUUIS, BON, 1987}, tout en
assurant des taux de réussite supé-
rieurs & 90 %.

L'expérience montre que ces téches
peuvent éire confiées a du personnel
sans formation initiale particuliére,
dés lors que les manipulateurs sont
attentifs, motivés et sérieux.

Cefte procédure, applicable & des
génotypes de teck d'age variable,
s'avére plus simple que certains pro-
tocoles publiés récemment en la ma-

tidre {MASCARENHAS, MURALIDHARAN,
1993 ; SuNITBALA DEVI ef dl,
1994). Elle nous a permis de pro-
duire & ce jour, et a tiire expérimen-
tal, quelque 50 000 microboutures
dans des conditions économiques
fort intéressantes. Cetfe production
pilote laisse entrevoir de belles pers-
pectives quant & la propagation du
teck par culture in vitro.

Le matériel germé in vitro, ou intro-
duit en culture & partir de génotypes -
d'ages variables en conditions natu-
relles, peut &tre micropropagé & di-
verses fins :

e Constitution de « banques de
génes » (CHELIAK, ROGERS, 1990 ;
HAINES, 1994} ou, plus modeste-
ment, de collections de génotypes
en préservant au cours du temps la
réactivitt du matériel sélectionné
dans un encombrement beaucoup
plus réduit que les conservatoires
traditionnels, lourds & gérer.

e Production de boutures & partir
de génotypes sélectionnés pour la
mise en place de vergers & graines
« francs de pied », ofin d'éviter les
problémes d'« illégitimes », lorsque
le porte-greffe supplante le greffon.

e Production en masse et intensive
de boutures de qualité génétique su-
périeure  destinées aux reboise-
ments. Celles-ci peuvent éire micro-
propagées soit « en vrac », a partir
de graines comme mentionné précé-
demment ou dans le cas de variétés
polyclonales par exemple, soit sous
forme de clones (photo 12). Le colt
de revient in vifro et le bon compor-
tement & |'acclimatation, puis dans
les stades uliérieurs de pépiniére et
en plantations (photos 13 ef 14,
nous incitent & envisager de plus en
plus cette option. Il semblerait en
effet que, dans le cas du teck, la tech-
nique de micropropagation mise au
point soit tout & fait compétitive,
voire plus avantageuse que la solu-
tion horticole. Ce n’est pas le cas de
bien d'autres espéces pour les-
quelles la culture in vitro serait plutét
préconisée dans le but de réactiver
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I'aptitude organogéne de certains
génotypes ultérieurement bouturés &
grande échelle, et & moindre coit,
sous la forme de pieds-méres en pé-
piniére (MONTEUUIS, BON, 1987).

Le fait d’avoir développé la micro-
propagation in vitro et le bouturage
horticole du teck au sein du méme

projet permet de comparer, sur des
bases relativement fiables, ces deux
options qui peuvent se compléter.
|'étude comparative esten cours, es-
sentiellement d’un point de vue éco-
nomique, facteur déterminant pour
des perspectives de développement
industriel. Si la solution in vitro doit
tenir compte de I'amortissement du
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laboratoire, elle s’affranchit en re-
vanche de fous les aspects inhérents
aux parcs & pieds-méres, et & leur
gestion adéquate, par du personnel
compétent qui conditionne le succes
du bouturage horticole (MONTEUUIS
etal., 1995}. Un autre avantage de
la micropropagation réside dans la
possibilité d'expédier les plants in
vitro vers des destinations lointaines
en bénéficiant des immunités phyto-
sanitaires indispensables pour les
envois internationaux. De larges
perspectives de marché peuvent en
découler, d’autant plus justifiées et
bénéfiques pour les plantations de
teck que le matériel végéial diffusé
sera de qualité. a

» Olivier MONTEUUIS
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CIRADFordt/| Boi]lorguer
B.P. 5035

34032 MONPELLIER CEDEX 1
France
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RESUME

PROPAGATION DU TECK PAR CULTURE IN VITRO
Les possibilités de propager le teck par culture in vitro ont été anclysées sur des bases rédlistes de production dans le cadre d‘un projet
de Recherche-Développement au Sabah (Malaisie crientale). Les conditions in vitro définies permettent d'améliorer sensiblement o ger-
mination de lots de graines & faible faculié germinative. Les semis obtenus in vitro peuvent &ire ultérieurement micropropapagés. Le pro-
focole de micropropagation, simple de conception, permet de multiplier végétativement, par microbouturage de pousses issues de bour-
geonnement axillaire, des génotypes de tecks germés in vitro, ou d'diges variables poussant en conditions naturelles. Dans ce dernier
cas, l'infroduction se fait sous forme de portions mononodales ou terminales, de 1 &2 em de long, d'axes végétatifs préférentiellement
en croissance active. L'initiation des cultures peut également se faire sous forme de méristémes primaires caulinaires avec 60 % de suc-
cés. Quelle que soit leur origine, les génotypes se multiplient de fagon exponentielle & raison de 37, n étant le nombre de subcultures de
deux mois. L'acclimatation sous « mist-system » en conditions de pépiniére s'effectue avec plus de 90 % de succss. Les plants se déve-
loppent de fagon tout & fait satisfaisante durant 3-4 mois de culture en pépiniére avant de pouvoir &fre plantés.
A ce jour, 50 000 vitroplants ont ¢ produits & titre expérimental dans des conditions économiques trés avantageuses en appliquant ce
protocole congu pour favoriser une production infensive de plants de tecks de qualité supérieure. Sur ces bases, 'intérét de la culture in
vitro pour propager des génotypes sélectionnés de teck par rapport au bouturage horticole est analysé, essentiellement dans une pers-
pective de développement.
Mots-clés : Tectona grandis. Adaptation. Facteurs du miliev. Clonage. Génotypes. Germination. Culture in vitro. Micropropagation.
Vitroplants.

ABSTRACT

PROPAGATION OF TEAK BY IN VITRO CULTURE
Possibilities of propagating teck by in vitro cullure were assessed from o realistic standpoint of production within the framework of a
Research and Development project in Sabah (East Malaysia). The fissue culture conditions developed noficeably improved the germi-
nation rate of poor germination capacity seed lots. Those obtained in vitro could be further micropropagated. The micropropagation
profocol was conceived as simply as possible o multiply vegetatively, through axillary budding-derived shoots, teak genotypes issuing
from in vitro germination or of different ages growing outdoors. For this latter type of plant material, the cultures were inifiated using 1
to 2 cm long monenodal portions collected from preferably actively growing shoots. Cultures could also be initiated from shoot apical
meristems with a success rate of 60 %. Regardless of their origin, the genotypes were micropropagated according to an exponential
multiplication rate of 3", with n as the number of the 2-month-duration subcultures. Acclimatization was carried out under mist-system in
nursery conditions with more than 90 % success. The tissue-culture produced plants developed vigorously during 3 to 4 months of cultu-
re in nursery unfil they reached a suitable size for planting out.
To date, 50,000 in vitro plants have been produced on an experimental scale and at low cost applying this protocol that is suitable for
intensive production of superior quality teak planting stock.Considering these achievements, the prospects of in vitro culture for propa-
gating selected teak genotypes compared fo what can be expected from propagation by rooted cuttings are discussed, mainly from a
development point of view.
Key words : Teciona grandjs, Adaptation, Environmental factors. Cloning. Genotypes. Germination. In vitro culture, Micropropagation.
Vitroplants,

RESUMEN

PROPAGACION DE LA TECA POR CULTIVO IN VITRO
Se ha procedido ol andlisis de las posibilidades de propagar lo teca por cultivo in vitro fundéndose en bases realistas de produccién
en el marco de un proyecto de Investigacién y Desarrollo {I&D) en Sabah [Malasia oriental). Las condiciones in vitro definidas permiten
mejorar de forma apreciable la germinacién de lotes de semillas de reducida facultad germinativa. Las siembras obtenidas in vifro se
pueden micropropagar ulteriormente. El profocolo de micropropagacion, que obedece a un concepto sencillo, permite multiplicar, ve-
getativamente, por microreproduccién mediante estacas de vastagos procedentes de brotes axilares de genotipos de tecas germinadas
in vitro, o de edades variables que se desarrollan en condiciones naturales. En este dllimo caso, lu introduccion se efectia en forma de
porciones mononodales o terminales de 1 a 2 cm de longitud de ejes vegetativos en crecimiento activo, preferentemente. La iniciacion
de los cultivos se puede efectuar, asimismo, en forma de merisistemas primarios caulinarios con la probabilidad de un 60 % de logros.
Sea cual fuere su origen, los genofipos se multiplican de forma exponencial a razén de 37, siendo n el nimerc de subcultivos de dos
meses. La aclimatacién en forma de mistsystem en condiciones de vivero se efectia con més de un 90 % de logros. Las plantas se des-
arrollan de forma perfectamente substancial durante 3 a 4 meses de cultivo en vivero anfes de poder ser frasplantadas.
Hasta la fecha, se han producido 50 000 vitroplantas a fitulo experimental en condiciones econdmicas sumamente ventajosas, apli-
cando este protocolo disefiado para propiciar una produccién intensiva de plantas de teca de calidad superior. Con arreglo a estas
bases, se andliza el interés del cultivo in'vitro para la propagacién de genotipos seleccionados de teca, por comparacién con el pro-
cedimiento horticola por estacas, y principalmente, situdndose en una perspectiva de desarrollo.
Palabras clave: Tecfona grandis. Adaplacién. Factores ambientales, Clonacion, Genofipos. Germinacion, Cultive in vifro.
Micropropagacion, Vitroplantas.
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