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Potentiality of in vitro regeneration of cotyledonary node s
in Dacryodes edulis.
Abstract — Introduction . The bush butter tree (Dacryodes edulis) is an allogam tropical frui t
tree whose multiplication by seeds induces a progeny with a strong variability . The in vitro
vegetative multiplication of rejuvenated material obtained by pruning of selected old trees
could make it possible to produce a homogeneous vegetal material . Prior to the development
of such a technique, the potentialities of in vitro regeneration of cotyledonary nodes of youn g
seedlings resulting from the germination of seeds were studied . Materials and methods .
Expiants of 2-month old seedlings, having undergone the ablation of whole or part of th e
cotyledons, were put in culture and their behavior was studied concerning the regeneratio n
of cotyledonary node buds . The effects of various concentrations in cytokinins and auxin s
added to a culture medium of Murashige and Skoog diluted of half (MS1/2) were tested con-
cerning the regeration of expiants and their rooting . Results . On medium MS1/2, the cotyle-
donary nodes having preserved one or two cotyledonary lobes showed early shoot formatio n
related to those where the totality of the cotyledons was removed . The concentrations of 2 .2 2
and 4 .44 µmol,L- t BAP were most effective to cause shoot formation, whereas the addition o f
2 .68 pmol . L-t ANA in the culture medium induced from 50 to 70 % of expiant rooting . Th e
cotyledonary nodes offer interesting capacities of regeneration which could be confirmed wit h
expiants taken on axes of order 2 and 3 . Discussion and conclusion . The results obtaine d
make it possible to consider possibilities of multiplication in conformity of the bush butter tree .
© Éditions scientifiques et médicales Elsevier SA S
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Potentialité de régénération in vitro du noeud cotylédonair e
chez Dacryodes edulis.
Résumé — Introduction . Le safoutier (Dacryodes edulis) est un arbre fruitier tropical allo-
game dont la multiplication par semis induit une descendance à forte variabilité . La multipli-
cation végétative in vitro de matériel rajeuni obtenu par la taille d'arbres âgés sélectionné s
pourrait permettre de produire un matériel végétal homogène . En préalable à la mise au poin t
d'une telle technique, les potentialités de régénération in vitro du noeud cotylédonaire d e
jeunes plants issus de la germination des graines ont été étudiées . Matériel et méthodes . De s
expiants de plantules de 2 mois, ayant subi l'ablation de tout ou partie des cotylédons, ont été
mis en culture et leur comportement a été étudié vis-à-vis de la régénération des bourgeon s
du noeud cotylédonaire . Les effets de différentes concentrations en cytokinines et en auxine s
ajoutées à un mileu de culture Murashige et Skoog dilué de moitié (MS1/2) ont été testés vis -
à-vis cie la régération des expiants et de leur enracinement . Résultats . Sur milieu MS1/2, les
noeuds cotylédonaires ayant conservé un ou deux lobes cotylédonaires débourrent plus effi-
cacement que ceux où la totalité des cotylédons a été supprimée . Les concentrations de 2,2 2
et 4,44 µmol .ht BAP ont été les plus efficaces pour provoquer le débourrement des expiants ,
alors que l'ajout de 2,68 µmol . L- i ANA au milieu de culture a induit de 50 à 70 % d'enracine-
ment des expiants. Le noeud cotylédonaire offre cies capacités de bouturage intéressantes qu i
ont pu être confirmées avec des expiants prélevés sur des axes d'ordre 2 et 3 . Discussion e t
conclusion . Les résultats obtenus permettent d'envisager des possibilités de multiplicatio n
conforme du safoutier . © Éditions scientifiques et médicales Elsevier SA S
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Fruits, vol . 55 (6)

	

409



E. Youmb i

1. introduction

Le safoutier, Dacryodes edulis (Don )
Lam ., est un arbre fruitier de la famille pan -
tropicale des Burseracées . Ses caractéris-
tiques botaniques ont fait l'objet de pre-
miers travaux [I] . Les recherches récente s
ont été consacrées à l'étude de la nature e t
de la qualité de l'huile [2, 3] . Malgré les pro -
grès déjà réalisés sur sa multiplication végé -
tative [4-6], le safoutier reste, jusqu'à pré -
sent, propagé par semis. Ces plant s
d'origine sexuée produisent généralemen t
à partir de 5 ans . Les fruits présentent alors
une grande variabilité de dimension, goû t
et épaisseur du mésocarpe . La plante étant
allogame, il serait, intéressant d'identifier e t
de cloner les arbres présentant les caracté-
ritiques souhaitées . Or, comme souven t
chez les ligneux, la micropropagation es t
limitée non seulement par des problème s
d'infection ou d'excrétion des composé s
phénoliques dans le milieu de culture, mai s
encore par des problèmes de rajeunisse -
ment [7, 81 Pour résoudre ce dernier obs-
tacle, deux solutions sont possibles : l a
taille intensive des arbres pour obtenir de s
repousses, ou l'utilisation de plantule s
issues de germination [7] .

Les travaux présentés ont eu pour ojecti f
d'étudier, en culture in vitro, les capacité s
organogènes et regénératrices des noeud s
cotylédonaires de plantules de D. edulis
issues de germinations stériles . Une tell e
régénération réalisée à partir de matériel
jeune, pourrait permettre d'envisager le clo -
nage, après rajeunissement, d'arbres sélec -
tionnés pour des caractéristiques intéres-
santes .

2. matériel et méthode s

2 .1 . matériel végéta l

Les fruits de D. Midis présentent une
grande variabilité inter-arbre [2] . Pour dis -
poser d'un matériel de départ homogène ,
les travaux entrepris se sont clone limités à
l'étude de fruits de « type long „ [21 récolté s
sur un même arbre clans la région de
Yaoundé (République du Cameroun) .

2.2 . stérilisation et germinatio n
des graine s

Les graines extraites cies fruits ont été
stérilisées selon la méthode décrite pa r
Youmbi [5] . Elles ont été trempées dans une
solution de bénomyl à 5 g'L- i pendan t
30 min, transférées dans de l'éthanol à 70 %b
pendant 30 sec . puis trempées dans de l'hy -
pochlorite de calcium à 9 % pendant 20 mi n
avant d'être rincées trois fois à l'eau stérile .

Les graines ont été mises à germer dans
un milieu constitué d'eau gélosée à 7

La germination de la graine donne nais-
sance à un axe d'ordre 1 . Après éliminatio n
de l'axe primaire et mise en culture d u
noeud cotylédonaire constituant l'expiant, i l
se développe, au point d'insertion des coty-
lédons, un axe d'ordre 2 .

Les noeuds cotylédonaires prélevés on t
été mis en culture sur trois milieux de base ,
à raison de 96 expiants par milieu de cul-
ture testé : Murashige et Skoog dilué de
moitié (MS1í2) 191, Wood Plant Mediu m
(WPM) [10] et Quoirin et Lepoivre (QL) [71] .

2.3 . capacité de débourrement des
bourgeons du noeud cotylédonaire

Le recépage de l'axe 2 au-dessus du pre-
mier bourgeon axillaire en partant de l a
base lui permet de se développer et d e
donner naissance à un axe d'ordre 3 .

Les capacités de débourrement des bour-
geons du noeud cotylédonaire des différent s
axes d'ordre 1, 2 ou 3 ont été étudiées à par -
tir de la mise en germination de 100 graine s
sur milieu MSL 2 additionné de 4,44 tg'L- t
BAP et 5,37 11g•L 1 ANA (composition justi -
fiée par les résultats exposés plus loin) . Le s
germinations issues de ces graines ont été
traitées de façon à induire la formation suc-
cessive des différents axes . Le nombre d'ex -
plants portant des bourgeons débourrés e t
la taille relative des feuilles formées ont été
déterminés .

2 .4 . effet du nombre de lobes
cotylédonaires

La graine de D. edidis possède deu x
cotylédons ; chacun d'eux est pentalobé .
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Régénération in vitro chez D. edulis

Afin de tester l'effet des lobes cotylédo-
naires sur le débourrement des bourgeon s
du noeud cotylédonaire, des expiants ayan t
subi l'ablation de tout ou partie des cotylé-
dons ont été mis en culture et leur compor-
tement a été étudié vis-à-vis de la régénéra -
tion des bourgeons du noeud cotylédonaire .
Trois situations ont été testées : expiant s
ayant été privés de leurs deux cotylédons
(0 lobe), expiants ayant un seul cotylédo n
réduit à un seul lobe cotylédonaire (1 lobe) ,
expiants ayant conservé un seul lobe d e
chacun des deux cotylédons (2 lobes) .

Pour chacun des trois cas — expiants ave c
aucun, un ou deux lobes — 120 expiants on t
été utilisés .

Le nombre d'expiants portant des bour-
geons débourrés, le nombre de bourgeon s
débourrés par expiant et la vitesse de crois-
sance des tiges feuillées ont été déterminé s
pour chacun de ces types d'expiant .

2.5 . effet des cytokinine s

Le débourrement des bourgeons a ét é
suivi sur quatre milieux de culture à base d e
MS1/2, contenant 0,27 pmol•L- t ANA (acide
naphtalène acétique) et une cytokinine
spécifique (benzylaminopurine ou BAP,
isopentinyladénine ou IPA, kinétine et zéa-
tine) testée à quatre concentrations de
l'ordre de 0,45, 0,90, 2,30 et 4,60 µmol•L- t .

L'action de chacune de ces cytokinines a
été évaluée à partir de deux répétitions de
24 expiants pour chacune des quatr e
concentrations utilisées .

Le nombre d'expiants portant des bour-
geons débourrés, le nombre moyen d e
débourrements par expiant et la vitesse d e
débourrement ont été évalués, après un
mois de mise en culture des expiants, e n
fonction du type et de la concentration d e
l'activateur de croissance .

2 .6 . effet des auxine s

L'effet de l'ajout d'auxines dans un mileu
de culture MS1/2 a été étudié vis-à-vis d e
l'enracinement des plantes issues du
débourrement .

Trois auxines (acide indole — 3 acétiqu e
ou AIA, ANA et acide indole — 3 butyrique

ou AIB) utilisées à quatre concentrations
(0,50, 1, 2,50 et 5 pmoI .L t ), ont été testées
et comparées à l'utilisation d'un milie u
témoin sans auxine .

L'action de chacune des trois auxines a
été évaluée à partir de l'observation d e
24 expiants mis en culture par concentra-
tion utilisée, soit 96 expiants par auxine
testée . Le traitement témoin a porté su r
24 explants .

Le nombre d'expiants, le nombre moye n
de racines formées par expiant et leur s
dimensions moyennes (longueur et dia -
mètre) ont été évalués après deux mois d e
mise en culture des expiants, en fonctio n
du type et de la concentration de l'hormon e
de croissance .

2.7 . analyse statistiqu e

Les données obtenues au cours de l'ex-
périmentation ont été soumises à un test x 2
(p = 0,05) .

3 . résultats

3 .1 . milieux de culture

Les milieux de hase testés ont permi s
d'obtenir 16 % de débourrement sur l e
milieu de culture QL, 50 % sur WPM et 58 %
sur MS1/2 . Bien que les effets des milieux
WPM et MS1/2 n'aient pas été significative -
ment différents, c'est le milieu MS1/2 qui a
été retenu pour la suite des expériences .

3 .2 . effet des lobes cotylédonaire s
sur le débourremen t

Au cours de la phase de débourremen t
des bourgeons, trois modalités d'obtentio n
des plantes entières ont été observées
(figure 1) : débourrement avant enracine-
ment de la bouture, cas le plus fréquent ;
enracinement précédant le débourrement ;
débourrement et enracinement simultanés .

L'étude de l'influence de l'absence ou d e
la présence d'un ou deux lobes cotylédo-
naires sur l'expiant a montré que le déhour -
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rement des bourgeons est plus important su r
les expiants comportant un ou deux lobes
que sur ceux qui en sont complètement
démunis . II en est de même pour la vitesse
de croissance ultérieure des bourgeons . E n
effet, si la comparaison des valeurs obtenues
avec les cieux premiers types d'expiants n e
présente pas de différence significative, cett e
différence est très significative au seuil d e
5 % lorsque ces valeurs sont•comparées
celle du troisième type d'expiant (tableau Ï) .

Le débourrement des bourgeons s'est fai t
différemment selon l'emplacement de s
lobes cotylédonaires (tableau II) : pour le s
explants n'ayant conservé qu'un seul lobe ,

Figure 1 .
Schéma des différents mode s
de débourrement d'expiant s
de noeuds cotylédonaires mi s
en culture sur milieu nutritif
gélosé et formation de plante s
entières chez Dacryode s
edulis.
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Tableau II .
Différents modes de bourgeonnement à l'aisselle des lobes cotylédonaires pou r
deux types d'expiants de noeud cotylédonaire de Dacryodes edulis ayant conserv é
soit un lobe sur un cotylédon, le second cotylédon ayant été supprimé, soit un lob e
sur chacun des deux cotylédons (100 explants débourrés, étudiés pour chaqu e
type de matériel) .

Types d'expiants

	

Nombre et position des bourgeons

	

Nombre
par rapport aux cotylédons

	

d'expiant s

Avec un lobe cotylédonaire

	

1 bourgeon à l'aisselle du lobe conservé

	

2 1

1 bourgeon à l'aisselle du lobe conservé

	

3 3
+ 1 bourgeon à l'aisselle du cotylédon supprim é

1 bourgeon à l'aisselle du cotylédon supprimé

	

4 6

Avec deux lobes cotylédonaires

	

1 bourgeon à l'aisselle du lobe conservé

	

4 3

1 bourgeon à l'aisselle du lobe conservé
+ 1 bourgeon à l'aisselle du cotylédon supprimé

	

52

1 bourgeon à l'aisselle du cotylédon supprimé

	

5

Explant

	

Enracinement
d'un noeud
cotylédonaire

Débourremen t
et enracinement

Plante entière

Débourrement

Tableau 1 .
Influence du nombre de lobes cotylédonaires sur le débourrement et la croissance
des bourgeons débourrés, pour trois types d'expiants de noeud cotylédonaire d e
Dacryodes edulis ayant subi une ablation partielle ou totale de leurs cotylélon s
(120 explants étudiés pour chaque type de matériel) . Observations effectuées
après 4 semaines de culture sur milieu MS additionné de 0,44 pmol•L-1 BAP
et de 0,27 pmol•L-1 ANA .

Types d'expiants Expiants portant Nature de la croissanc e
des bourgeons débourrés (%)

Avec 2 lobes 80 Très rapid e
Avec 1 lobe 83,3 Rapid e
Sans lobe 33,3 Très lente
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le débourrement a concerné surtout le côté
de l'axe dépourvu de cotylédon (46 %) i l
y a eu 33 % de débourrements simultané s
à partir des deux aisselles cotylédonaires et ,
dans 21 % des cas, le débourrement s'est
manifesté à l'aisselle du seul cotylédon pré -
sent . Pour les expiants ayant conservé deu x
lobes, c'est le double débourrement à l'ais-
selle des deux cotylédons qui a été le plu s
fréquent (52 %) ; il y a eu 43 % de débour-
rements à l'aisselle d'un seul cotylédon et ,
dans 5 % des cas, il y a eu formation de
trois bourgeons, cas qui a pu également
être observé occasionnellement sur le s
explants n'ayant conservé qu'un seul lobe .

3.3 . effet des cytokinines

Parmi les quatres cytokinines testées, l a
BAP et PIPA ont stimulé le débourremen t
d'une manière identique ; cependant, à
forte concentration, la BAP est plus efficac e
que PIPA (figure 2) . La zéatine et la kiné-
tine ont eu des effets moins prononcés .

Le nombre moyen de bourgeons formé s
par expiant s'est révélé être positivemen t
correlé avec l'augmentation de la concen-
tration en BAP dans le milieu de culture ,
alors que les différentes concentrations tes -
tées pour les trois autres cytokinines n'on t
pas induit de différences significative s
(figure 3) .

3.4 . effet des auxine s

Le nombre d'expiants enracinés a
augmenté avec la concentration d'AN A
(tableau III . Le nombre moyen de racine s
portées par explant a varié de 0,16 à 6 et l e
pourcentage d'enracinement, de 17 à 92 % .

Aux faibles teneurs en ANA (0,54 ftmol•L- t ) ,
les racines formées ont été peu nombreu-
ses ; elles se sont allongées et ont épaiss i
rapidement . Aux fortes concentrations, le s
racines ont été plus nombreuses, moin s
longues et se sont souvent présentées e n
couronne radiaire .

2 5

2 0

1 5

10

0,44

	

0,88

	

2,22

	

4,4 4

Concentration en BAP (p.moltL-1 )
25

20

1 5

10

0,47

	

0,97

	

2,35

	

4,64

Concentration en IPA (pmol•L -' )

E
Z 1 0

5

0,46

	

0.93

	

2,32

	

4,64

Concentration en kinétine (pmol•L-' )

25

20

0,46

	

0,91

	

2,28

	

4,6 6

Concentration en zéatine (µmol•L-1 )

Les taux d'enracinement obtenus ave c
les plus fortes concentrations d'AIA et d'AI R
utilisées ont été inférieurs à ceux observés
avec les fortes teneurs en ANA . Le diamètre

	

Aux faibles concentrations, le taux d'en -
et la longueur des racines ont varié dans le racinement des explants cultivés sur milie u

même sens que celui décrit pour les racine s
formées sur milieu en richi en ANA .

Figure 2 .
Influence, sur de débourremen t
des expiants au niveau d u
noeud cotylédonaire, de l'ajou t
à un milieu de culture gélose
(Murashige et Skoog dilu é
de moitié, additionné d'ANA
à 0,27 µmoi L-1 ) de différente s
cytokinines à différente s
concentrations che z
Dacryodes edulis. Moyenn e
de 24 plants par combinaiso n
cytokinine / concentration ;
observations faites aprè s
1 mois de culture .
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Figure 3 .
Influence, sur le nombre
moyen de bourgeons formé s
par explant, de l'ajou t
à un milieu de culture gélos é
(Murashige et Skoog dilué
de moitié, additionné d'ANA à
0,27 pmol-L'), de différente s
cytokinines à différentes
concentrations che z
Dacryodes edulis . Moyenn e
de 24 plants par combinaiso n
cytokinine / concentration ;
observations faites aprè s
1 mois de culture .

avec AIB a été le double de celui de s
expiants avec AIA . Dans les deux cas, l e
nombre de racines formées a été moin s
élevé que celui obtenu avec l'ANA .

Aucune racine n'a été formée sur le
milieu témoin sans auxine .

L'ANA se révèle donc être l'auxine qui ,
par rapport à l'utilisation d'ATA ou d'AIB ,
stimule le mieux l'enracinement de s
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expiants constitués par le noeud cotylédo-
naire . La concentration de 2,68 1.mol L- I a
permis non seulement d'obtenir 50 % d e
plants enracinés, mais aussi un développe-
ment satisfaisant des racines .

3 .5 . capacité de débourremen t
du noeud cotylédonaire

L'observation du débourrement de s
bourgeons caulinaires ou axillaires sur le s
noeuds cotylédonaires des axes d'ordre 1 ,
2 ou 3 a montré que le taux d'expiants por -
tant des bourgeons débourrés est plu s
important sur les axes d'ordre 1 et 2 que su r
les axes d'ordre 3 (tableau IV) . De plus, le s
axes d'ordre 3 sont moins vigoureux .
Cependant, bien que le nombre d'expiants
prélevés sur les axes d'ordre 2 et 3 soit infé -
rieur à 100, leur taux de débourrement reste
important et il ne diffère pas significative -
ment du pourcentage obtenu pour les axes
d'ordre 1 .

Une réduction de la surface foliaire a ét é
observée sur les rameaux produits à parti r
des axes d'ordre 2 et surtout d'ordre 3 pa r
rapport à celle des rameaux issus d'axe s
d'ordre 1 (tableau IV) .

4. discussion et conclusio n

T.e débourrement de bourgeons de plan -
tules de safoutier a été obtenu in vitro, à
partir du noeud cotylédonaire, sur milie u
MS modifié (MS1/2) . Cela est conforme à
certaines conclusions de Ilu et Wang [12 ]
selon lesquelles le milieu MS modifié étai t
le plus utilisé et le plus efficace pour régé-
nérer des plantes à partir des noeuds, apex
et méristèmes. Ce milieu MS1/2 a été utilisé
par certains auteurs [13] pour la régénératio n
du poirier. En revanche, d'autres équipes
[14] ont utilisé le milieu MS non modifié
pour la phase de multiplication de diffé-
rentes espèces d'Eucalyptus.

D'autres milieux, tels que les milieux
WPM [10] et QL [11], ont été également tes-
tés, mais la régénération de plantes entière s
a été plus importante sur les milieux MS1/ 2
et WPM qui permettent, clans les même s

2

1,5

0, 5

o
0,44

	

0,88

	

2,22

	

4,4 4

Concentration en BAP (pmol•L-' )

2

1,5

• 0,47 0,97 2,35 4,64

a)

	

Concentration en IPA (p.mol•L ' )
-o

q
• 2
o
E 1,5
a)
.ñ 1
E
o
Z 0,5

o
0,46

	

0,93

	

2,32

	

4,64

Concentration en kinétine (pmol•L1 )

2

1, 5

0, 5

0
0,46

	

0,91

	

2,28

	

4,6 6

Concentration en zéatine (gmol•L -' )

c 0,5
o
a) o

o
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Tableau Ill .
Influence de la nature et de la concentration de différentes auxines ajoutée s
à un milieu de culture de Murashige et Skoog dilué de moitié, sur l'enracinement
d'expiants de noeuds cotylédonaires de Dacryodes edulis portant des bourgeon s
débourrés à l'aisselle des cotylédons (24 expiants par combinaison auxine /
concentration) . Observations effectuées 2 mois après la mise en culture . Aucu n
des 24 expiants mis en culture sur un mileu dépourvu d'auxines (traitement témoin )
n'a émis de racines .

Auxine Concentration Taux d'expiants Nombre moye n
(pmol . L-1 )

	

enracinés (%)

	

de racines
Longueur moyenne
des racines (mm)

Diamètre moyen
des racines (mm )

ANA 0,54 17 0,16 ± 0,1 110 ± 10 3
1,07 33 1,25 ± 0,2 92 ± 06 3
2,68 50 2,66 ± 0,5 75 ± 11 1, 5
5,37 92 6,00 ± 1,2 43 ± 08 1

AIB 0,49 17 0,41 ± 0,1 134 ± 15 3
0,98 25 0,50 ± 0,1 114 ± 10 3
2,46 25 2,16 ± 1,2 65 t 08 2
4,90 33 3,66 ± 1,5 64 ± 09 1

AIA 0,57 08 0,30 ± 0,2 66±06 2
1,14 17 0,16 ± 0,1 98±10 2
2,85 08 0,25 ± 0,5 61 ±07 1
5,70 42 1,25 ± 0,9 58 ± 08 1

conditions, d'obtenir un taux d'enracine-
ment plus élevé que les autres milieux uti-
lisés . De même, la régénération du Tecto -
nia a pu être obtenue à partir de noeuds su r
milieu MS [15], alors que, sur milieu WPM ,
la même espèce a été régénérée à parti r
d'apex [161 .

Bien que, chez les Angiospermes, l e
noeud cotylédonaire soit rarement utilis é
pour la micropropagation, il intervient
comme organe principal de régénération

chez des espèces telles que Albizia lebbeck
[17], Broussonetia kazinoki [18], Eucalyptus
alba [19], Sapium sebiferum [20], Santalu m
album et Tectona grandis [15] .

Le débourrement rapide des bourgeons
au niveau du point d'insertion des cotylé-
dons confirme des observations réalisée s
en serre sur des plantes âgées de 6 mois, et
en tube sur des plantules issues de germi-
nation sur lesquelles le premier ramea u
apparaît au niveau des points d'insertion

Tableau IV.
Capacité de débourrement des bourgeons axillaires d'expiants de Dacryodes
edulis mis en culture sur un milieu de Murashige et Skoog dilué de moitié et enrich i
avec 4,44 pmol•L-1 BAP et 5,37 pmol•L- 1 ANA, en fonction de l'ordre de l'ax e
sur lequel ils se développent .

Type d'axe Nombre d'expiants Pourcentage Taille des feuille s

Axe d'ordre I 100 96 Normale
Axe d'ordre II 96 87,5 Réduit e
Axe d'ordre III 84 78 Très réduite
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des cotylédons . Pour les plantes multipliée s
en culture in vitro, il se produit non seule-
ment un développement du bourgeon l e
plus proche de l'apex, mais encore celu i
des bourgeons situés à l'aisselle des cotylé -
dons [7] ; cela pourrait être imputable à un
traumatisme observé fréquemment, occa-
sionné par les dimensions exiguës des tube s
de culture pouvant entraîner une courbure
de la tige après contact avec le bouchon du
tube à essai .

L'influence de l'ablation des cotylédon s
sur le développement des bourgeons axil-
laires issus du noeud cotylédonaire a déjà
fait l'objet de travaux antérieurs [21, 22] .
Chez D. edulis, en revanche, le débourre -
ment a été influencé par l'absence ou la
présence de lobes cotylédonaires . En effet,
la présence d'un ou de deux lobes cotylé-
donaires a stimulé le débourrement pou r
près de 80 % des explants, alors qu'en leur
absence le débourrement n'a été que d e
33 %, valeur inférieure aux 50 % observé s
sur les plantules de Bidens [22] . Par ailleurs,
les lobes ont eu une action significative su r
la croissance des bourgeons débourrés qu i
a été importante sur les explants portan t
deux lobes, moyenne sur ceux n'en ayan t
conservé qu'un et nulle sur ceux n'en ayan t
plus du tout . Ce résultat est à rapprocher d e
celui de Murray [23] selon lequel, pour le s
espèces dont les cotylédons sont les organe s
de stockage des réserves [24], la vitesse de
croissance des bourgeons débourrés dépen -
drait de la taille des cotylédons . De plus, l e
milieu de culture ne pouvant remplacer le s
réserves cotylédonaires [23], les bourgeon s
formés sur les expiants sans cotylédon pré -
sentent une croissance ralentie . Il y aurai t
donc une corrélation positive entre l e
débourrement des bourgeons du noeu d
cotylédonaire et la présence d'un lobe, vrai-
semblablement consécutive à son rôle nutri -
tionnel . Cependant, le fort taux de débour-
rement observé du côté dépourvu de lobe ,
pour les explants munis d'un seul lobe coty-
lédonaire, ne peut s'expliquer que par l e
rôle inhibiteur du cotylédon sur la mor-
phogenèse ; ce rôle corrélatif serait masqu é
par celui de la mobilisation des réserves ,
mais pourrait être levé par l'ablation de s
lobes cotylédonaires [211 .

Les trois modalités de régénération de s
plantes entières à partir d'expiants de noeud
cotylédonaire, mises en évidence par no s
travaux, ne sont pas spécifiques à D. edulis .
Ce résultat rejoint celui obtenu par Pieri k
[251 sur les plantes supérieures ; cependant ,
chez D. edulis, un transfert sur un second
milieu n'est pas nécessaire . À noter que, s i
les trois modalités décrites sont caractéris-
tiques des plantes vasculaires, l'espèc e
considérée et la nature de l'xplant jouen t
un rôle important . En effet, l'induction de
bourgeons et de racines de façon soit simul -
tanée soit décalée dans le temps, suivie de
leur développement sans qu'il y ait eu trans -
fert sur un second milieu, montre que le s
noeuds cotylédonaires peuvent être de s
organes de choix pour la régénération de s
vitroplants de D. edulis. Cette régénératio n
directe échappe aux étapes de la micro-
propagation établies par Hu et Wang [10] ,
Druart et Gruselle [26] et Boxus [271 .

Le débourrement a été rapide et cieux à
trois bourgeons ont pu débourrer à la fois .
Il a été favorisé par l'addition de cytoki-
nines dans le milieu de culture, notammen t
de BAP à 4,44 smol'L- r qui s'est révélée
être le régulateur de croissance stimulant le
mieux le débourrement . Ce résultat est e n
accord avec celui de Pierik [25] pour qui la
BAP, à partir d'une telle concentration ,
pourrait favoriser le développement de s
bourgeons axillaires en réduisant l'effet de
dominance apicale et induire un bour-
geonnement adventif . Des résultats simi-
laires ont été observés pour la régénération
de Prunus domestica [26] et pour la micro-
propagation de Anacardium occidentale
Linn (cashew) [28] et de Phoenix [29] . Un
effet comparable a été observé pour la régé -
nération, à partir d'hypocotyle, de Shorea
pinanga, Tectona grandis, Acacia man-
gium, Eucalyptus urophylla et Dalbergi a
latifolia [151 . Certains de ces travaux ont uti-
lisé ou non une combinaison de cytokinine s
et d'auxines tant pour la phase de multipli-
cation que pour celle d'enracinement.

L'enracinement des plants regénéré s
nécessite la présence d'auxines . Leur nature
et leur concentration clans le milieu de cul-
ture varient selon les espèces utilisées .
Parmi les différentes auxines testées pou r

416

	

Fruits, vol . 55 (6)



Régénération in vitro chez D. edulis

D. edulis, l'ANA s'est révélée être l'hormone
la plus efficace pour l'enracinement de s
explants cotylédonaires . Son rôle a été
indispensable puisqu'aucune ébauche raci -
naire n'a été formée en son absence ; elle
a agi à faible dose (0,27 µmol•L- r ) . Le
nombre de racines formées a été corrélé à
l'augmentation de la concentration, les plus
nombreuses (17 racines par plant) ayant ét é
observées avec 5,37 µmol L-' ANA . Ces
résultats sont à rapprocher de ceux obtenu s
par Al Maari et al . [30] sur l'enracinemen t
des microboutures de poirier cv . Passe Cras-
sane pour lequel l'ANA à faible dose don-
nerait un meilleur enracinement, mais dif-
fèrent de ceux de Belaizi et al . [31] qu i
auraient obtenu plus de succès pour l'en-
racinement de microboutures de Pyrus
malus L . cv . Golden delicious avec de l'AIB
et de l'AIA qu'avec de l'ANA .

Chez D. edulis, les potentialités de régé -
nération du noeud cotylédonaire ne rési-
dent pas seulement dans sa capacité à bour -
geonner et à s'enraciner dès la phas e
primaire de multiplication, mais encore
dans les possibilités du recépage de l'axe
d'ordre 1 qui conduit à produire les axe s
d'ordre 2 et d'ordre 3 aptes à constituer éga -
lement une source supplémentaire de maté -
riel à utiliser pour la micropropagation .
L'état plus juvénile des noeuds issus de s
axes d'ordre 2 et 3 peut expliquer l e
meilleur taux de débourrement obtenu .
Chez d'autres ligneux tels que Quc'rcu s
robur [32], 7beobroma cacao I . [33] et Ana-
cardium occidentale Linn [28], le noeud est
l'organe généralement utilisé comme expiant
de régénération, puisque c'est à son nivea u
que se trouve le bourgeon axillaire .

L'ensemble des résultats obtenus à l'is-
sue des travaux présentés montre que l a
multiplication végétative du safoutier es t
possible à partir de matériel jeune . Le noeu d
cotylédonaire offre des capacités de régé-
nération intéressantes du fait de la produc-
tion d'axes d'ordre 2 et 3 . Comme le semi s
ne résout pas le problème de multiplicatio n
rencontré par le cultivateur, le rajeunisse-
ment par la taille et l'utilisation de s
repousses issues d'un arbre sélectionn é
pour la régénération in vitro de nombreux
plants conformes semblent être une voie

privilégiée . Une étude des capacités régé-
nératrices des bourgeons axillaires et apex
prelevés sur des plants issus de germinatio n
devrait permettre de mieux appréhende r
l'utilisation in vitro des repousses .
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Potencialidad de regeneración in vitro del nudo cotiledóneo de Dacryodes
edulis.
Resumen — Litroducción . El Daciyodes edulis es un árbol frutal alógamo cuya multipli-
cación por semilla induce una descendencia de alta variabilidad . la multiplicación in vitro de
material rejuvenecido obtenido por corte de árboles maduros seleccionados podría permitir l a
producción de material vegetal homogéneo . Antes de poner a punto esta técnica, hubo qu e
estudiar las potencialidades de regeneración in vitro del nudo cotiledóneo de plantas jóvene s
provenientes de la germinación de semillas . Material y métodos . Se cultivaron explantes d e
plántulas de dos meses, con ablación de . todos o una parte de los cotiledones, y se estudio su
comportamiento en cuanto a la regeneración de brotes de los nudos cotiledóneos . Se pro -
baron los efectos de diferentes concentraciones de citoquininas y auxinas añadidas a un medi o
de cultivo Murashige y Skoog diluido a la mitad (MS 1/2) en la regeneración de los explante s
y su enraizamiento . Resultados . En medio MS 1/2, los nudos cotiledóneos que han conser-
vado uno o dos lóbulos cotiledóneos realizan la apertura de yemas mejor que en aquellos e n
los que se suprimieron todos los cotiledones . Las concentraciones (le 2,22 y 4,44 µmol L- t I3A P
fueron las más eficaces para provocar la apertura de yemas de los explantes, mientras que l a
adición de 2,68 µmol L-i ANA en medio de cultivo indujo 50 a 70% de enraizamiento en lo s
explantes . En nudo cotiledóneo ofrece interesantes capacidades de propagación por esqueje s
que han podido confirmarse con explantes tomados en los ejes cíe rango 2 y 3 . Discusión y
conclusión . Los resultados obtenidos permiten considerar posibilidades de multiplicació n
conforme de Dacryodes edulis . © Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS

Dacryodes edulis / propagación vegetativa / cultivo in vitro / micropropagación /
explantes / nudos / cotiledones
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