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Direct in vitro regeneration of Ananas comosus (L.) Merril var. Cayenne
from crowns cultivated in a liquid medium.

Abstract — Introduction. The majority of work on the in vitro multiplication of pineapple
has used explants of various origins, but far fewer has used crowns for obtaining in vitro
plantlets. In addition, the plant regeneration carried out through the formation of calli can
induce somaclonal variations. So an in vitro method of direct regeneration from the crowns
was tested. Materials and methods. After disinfection, pineapple crowns of the Cayenne vari-
ety were cultivated on a liquid medium of Murashige and Skoog half-diluted, added to (2 to
10) mg BAP x L or (2 to 12) mg kinetin x L. The induction of the axillary buds was observed
after 14 d of culture and the number of developed plantlets was counted after 65 d. Certain
seedlings were then acclimatized on a soil and vermiculite mixture before being transferred
to the field. Results and discussion. The best rates of plantlet induction and development
were obtained with 4 mg BAP x L1 (on average 6.7 plantlets per crown in 65 d) and 6 mg
kinetin x L1 (11.9 plantlets per crown). The plantlets acclimatized and transferred to the field
survived 100%. Conclusion. The direct development of a significant number of axillary buds
thanks to the use of cytokinins constitutes an intermediate technique between horticulture
practices and in vitro culture. However, to test the performances of the plants resulting from
the plantlets thus regenerated, their productivity will have to be evaluated, compared to that
of the plantlets obtained in a traditional way.
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Régénération directe in vitro de I' Ananas comosus (L.) Merril var. Cayenne
a partir de couronnes cultivées en milieu liquide.

Résumé — Introduction. La plupart des travaux sur la multiplication in vitro de I'ananas ont
utilisé des explants de diverses origines, mais peu font état de I'utilisation de couronnes pour
I'obtention de plantules in vitro. Par ailleurs, la régénération de plants effectuée via la forma-
tion de cals est susceptible d'induire des variations somaclonales. De ce fait, une méthode
de régénération directe in vitro a partir des couronnes a été testée. Matériel et méthodes.
Aprés désinfection, des couronnes d’'ananas de la variété cayenne ont été cultivées sur un
milieu liquide de Murashige et Skoog dilué de moiti¢, contenant (2 & 10) mg BAP x L2 ou (2 &
12) mg kinétine x L1, L'induction des bourgeons axillaires a été observée aprés 14 j de cul-
ture et le nombre de plantules développées a été compté apres 65 j. Certaines plantules ont
alors été acclimatées sur un mélange de terre et vermiculite avant d’étre transférées au champ.
Résultats et discussion. Les meilleurs taux d’induction et de développement de plantules ont
été obtenus avec 4 mg BAP x L~ (en moyenne 6,7 plantules par couronne en 65 j) et 6 mg kiné-
tine x L1 (11,9 plantules par couronne). Les plantules acclimatées et transférées au champ ont
survécu a 100 %. Conclusion. Le démarrage direct d’'un nombre important de bourgeons axil-
laires de couronne grace a I'utilisation d’une cytokinine constitue une technique intermédiaire
entre les pratiques d’horticulture et la culture in vitro. Toutefois, la productivité des plants issus
des plantules ainsi régénérées devra étre évaluée comparativement a celle des plants obtenus
de facon traditionnelle afin d’en tester les performances.
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Figure 1.

Protocole d’'isolement et de
mise en culture de couronnes
d’ananas : aprés préléevement
sur un fruit mar, la couronne
est débarrassée de ses
feuilles basales puis
désinfectée avant d'étre
transférée dans un milieu

de culture liquide.
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1. Introduction

Le genre Ananas, de la famille des brome-
liacées, comporte plusieurs especes.
Cependant, toutes les variétés ou cultivars
actuellement exploités pour leur fruit a des
fins de consommation en frais et d’indus-
tries agroalimentaire ou pharmaceutique
appartiennent a une seule d’entre elles :
A. comosus. Au Cameroun, la production
d’ananas d’exportation a connu une hausse
de 97 % au cours des deux derniéres années.
Elle est passée de 5236 t en 1998/1999
a 10310,7 t en 1999/2000 [1]. A I'échelle
mondiale, les importations d’ananas frais
devraient augmenter de 35 %, soit atteindre
922 x 108 t, d'ici 2005 [2].

Les auto-incompatibilités génétiques
notées chez la plupart des cultivars d’ana-
nas et les plantations menées en cultures
monovariétales favorisent la production de
fruits parthénocarpiques sans semences [3].
L’ananas est multiplié végétativement. Tra-
ditionnellement, la propagation se fait soit
a partir des rejets prélevés sur les plantes
en champ lors de la production de fruits
frais, soit a partir des couronnes prélevées
sur des ananas mdrs dans le cas de fruits
destinés a la conserverie. Dans ce dernier
cas, chaque couronne évolue généralement
en une seule plante qui donnera un seul
fruit.
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La multiplication in vitro est une tech-
nique de multiplication qui permet de dis-
poser rapidement de matériel de plantation
de bonne qualité sanitaire. Ces deux quali-
tés sont recherchées dans le cadre de la
multiplication rapide de nouvelles variétés
sélectionnées et du renouvellement des
plantations.

Les premiers travaux sur la propagation
in vitro de l'ananas datent de 1960 [4].
Depuis lors, plusieurs types d’explants dif-
férents ont été testés : apex [5-7], nodules
[8], bourgeons latéraux [9] et syncarpes [10].
A l'issue de ces travaux, certaines variations
somaclonales sont apparues [11, 12], qui
peuvent présenter des caractéristiques
avantageuses. Cependant, pour une propa-
gation en masse, la multiplication conforme
du génotype reste indispensable.

L'objectif de nos travaux a été de déve-
lopper une méthode de régénération in vitro
conforme de plants d’ananas. Des expéri-
mentations visant la régénération directe de
vitroplants a partir des couronnes, en vue
de la multiplication rapide d'un génotype
sélectionné, ont été mises en place.

2. Matériel et méthodes

La base de couronnes d’A. comosus var.
cayenne, prélevées sur des fruits mars
récoltés dans une plantation de la région de
Bafia (Cameroun), a été complétement
débarrassée de ses feuilles (figure 1). Ce
matériel a alors été lavé a I'eau courante
pendant 2 h, puis aseptisées par trempages
successifs de 1 h dans une solution de mer-
cryl laurylé a 15 % et 45 min dans une solu-
tion d’hypochlorite de sodium 30 %. Ces
trempages ont été suivis de trois rincages
successifs a I'eau distillée stérile, de 15 min
chacun. Cette méthode a permis d’obtenir
un taux d’environ 92 % de couronnes désin-
fectées.

Le milieu de base adopté pour les diffé-
rentes cultures a été une solution minérale
de Murashige et Skoog [13] diluée de moi-
tié et additionnée de 2% de saccharose et
de vitamines de Morel. Pour I'induction et
la croissance des bourgeons axillaires, ce



Tableau |I.

Régénération directe in vitro de 'ananas

Nombre moyen de bourgeons axillaires induits et développés en plantules par
couronne d’Ananas comosus. Explants cultivés dans un milieu liquide de Musrashige
et Skoog dilué de moitié et additionné de saccharose (2 %), vitamines de Morel

et cytokinines (BAP ou kinétine) a différentes concentrations (40 couronnes
utilisées par dose de phytohormones BAP ou kinétine).

Phytohormones Nombre moyen de bourgeons Nombre moyen de plantules
(mg x L= apparus par couronne obtenues par couronne
BAP
0 22e 0
2 56¢c 0
4 17,4 a 6,7 a
6 7,7b 23b
8 4,1d 1,8¢
10 41d 0
Kinétine
0 2,2d 0
2 28¢c 0
4 6,6 b 2,7b
6 21,7 a 119a
8 6,4b 26b
10 32c 15¢c
12 2,2d 0

Pour chaque phytohormone, les valeurs de chaque colonne ayant la méme lettre ne sont pas
statistiquement différentes d’apres le test de Duncan (p < 0,05).

milieu de base liquide a été enrichi par
I'ajout de phytohormones a différentes
concentrations : soit (0, 2, 4, 6, 8 et 10) mg
benzylaminopurine (BAP) x L1, soit (0, 2,
4, 6, 8, 10 et 12) mg kinétine x L7t
(tableau I). Le pH des différents milieux a
été ajusté a 5,6.

Les milieux liquides testés ont été distri-
bués dans des flacons en verre de 15 cm
de hauteur et 12 cm de diametre, puis sté-
rilisés par autoclavage a 115 °C pendant
30 min, sous une pression de 1,6 kg x cm=,

Les couronnes aseptisées, légérement
incisées a la base, ont alors été placées dans
ces flacons, a raison d’'une couronne par
flacon (figure 1), sous une hotte a flux lami-
naire horizontal et au voisinage de la
flamme d’'un bec Bunsen. Les flacons ont
été entreposés dans une salle a (26 £ 1) °C
avec un éclairement de 40 pmol x m=2 x s71
pendant 16 h par jour.

Quarante couronnes ont été mises en
culture dans chacun des milieux constitués
du milieu de base enrichi d’une phytohor-
mone donnée, a une concentration déter-
minée. Pour chacune de ces couronnes, le
nombre de bourgeons apparus a été
dénombré aprés 14 j de culture dans ces
milieux ; puis le nombre de bourgeons
développés en plantules, compté par cou-
ronne et par milieu, a été évalué apres 65 j.
Les résultats ont été traités par analyse de
variance et les moyennes significativement
différentes séparées par le test de Duncan
(p <5 %).

Le développement des bourgeons en
plantules a été évalué par le comptage, tous
les 10 j, du nombre moyen de feuilles for-
mées sur chaque bourgeon induit. Au bout
de 65 j, 200 plantules, a raison de 100 plan-
tules développées sur BAP et 100 plantules
sur kinétine, isolées des couronnes et com-
portant chacune de 1 a 4 racines, ont été
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Figure 2.

Présence de bourgeons sur
couronnes d’ananas apres
14 j de culture dans un milieu
liquide de Musrashige

et Skoog dilué de moitié

et additionné de saccharose
(2 %), vitamines de Morel et
cytokinines (BAP ou kinétine).

Figure 3.

Plantules régénérées

sur couronne d'ananas,

65 j aprés mise en culture sur
un milieu de base additionné
de 4 mg BAP x L1,
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Tableau II.

Evolution au cours du temps du nombre de feuilles développées par plantules
issues de bourgeons prélevés sur couronnes et cultivés dans un milieu liquide de
Musrashige et Skoog dilué de moitié et additionné de saccharose (2 %), vitamines
de Morel et cytokinines (BAP ou kinétine) a différentes concentrations.

Temps (j)
BAP (mg x L~ 1)
0 4 6 8
0-30 - - - -
30-40 - 48d 33d 3,2d
40-50 - 78c 64c 57c
50-60 - 99b 83b 92b
60-70 - 12,1a 10,2a 102a

Nombre moyen de feuilles par plantule

Kinétine (mg x L~ 1)

0 4 6 8 10

- 21c 21d 32c 21d
- 21c 32c 42b 31lc
- 32b 42b 44b 472b
- 56a 73a 56a 55a

Pour chaque phytohormone, les valeurs de chaque colonne ayant la méme lettre ne sont pas
statistiquement différentes d'apres le test de Duncan (p < 0,05).

repiquées, pour acclimatation, en sachets
en polyéthylene perforés de 18 cm de hau-
teur et 12 cm de diametre, remplis d'un
mélange de terre et vermiculite (v/v). Les
plantules acclimatées ont été transférées en
champ 35 j aprés ce repiquage.

3. Résultats

3.1. Induction des bourgeons
axillaires

Aprés 14 j de culture sur les milieux de base
enrichis soit en BAP, soit en kinétine, de
nombreux bourgeons axillaires ont pu étre
observés sur les couronnes (figure 2). Leur
développement a été influencé de maniere
significative par la nature et la concentra-
tion de la phytohormone utilisée.

Avec la BAP, 17,8 bourgeons par cou-
ronne ont été obtenus au maximum et cela
avec le milieu & 4 mg x L1, Avec la kiné-
tine, 21,7 bourgeons par couronne ont été
obtenus au maximum, avec le milieu a
6 mg x L1 (tableau I).
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3.2. Développement des bourgeons
en plantules

Comme dans le cas de I'induction des bour-
geons, le nombre moyen de bourgeons
développés en plantules a varié en fonction
de la nature et de la concentration de la
phytohormone présente dans le milieu de
culture. Avec la BAP, 65 j aprés mise en cul-
ture, il a été possible d’obtenir au maximum
un nombre de 6,7 plantules par couronne
et cela sur le milieu a 4 mg BAP x L1
(tableau I, figure 3). Ces plantules, vert
foncé, présentaient chacune, en moyenne,
10,2 a 12,1 feuilles (tableau Il). Dans les
mémes délais, avec la kinétine, le nombre
maximal de plantules développées a été de
11,9 sur un milieu & 6 mg kinétine x L,
(tableau I, figure 4). Elles étaient alors d’un
vert jaunatre et présentaient un nombre
moyen de feuilles compris entre 5,6 et 7,3
(tableau II).

Quel que soit le milieu de culture utilisé,
Les plantules détachées des couronnes
(figure 5) ont eu un taux d’acclimatation de
100 % (figure 6). Lors de leur transfert en
champ, aprés une phase de 35 j d’acclima-
tation, elles ont toutes survécu (figure 7).



4. Discussion

La méthode traditionnelle de multiplication
végétative de I'ananas est limitée du fait
d’'un faible nombre de rejets (0 a 3) produits
par plante en champ, ou de couronne (1)
portée par le fruit. Les techniques de cul-
ture in vitro utilisées actuellement pour la
propagation rapide de cette plante permet-
tent la production d'un grand nombre de
plantules et leur assainissement [14, 15].
Cependant, comme chez la plupart des
especes, ces techniques qui utilisent les
explants de différentes origines nécessitent
le plus souvent, avant régénération des
plantules, un passage du matériel végétal
par le stade de cal [16-19]. Outre le type
d’explant, la régénération in vitro de I'ana-
nas est influencée par dautres facteurs,
notamment la composition du milieu de
culture [20, 21] et, surtout, la nature et la
concentration des phytohormones utilisées
[22] qui déterminent la durée de culture et
le nombre de plantules potentiellement
régéneéreées.

Les travaux présentés ont confirmé la
plupart de ces résultats déja publiés. Cepen-
dant, ils ont permis de régénérer des plan-
tules directement sur couronnes cultivées
en milieu liquide, sans passer par le stade
de cals. De ce fait, la technique que nous
avons utilisée n’induit pas la formation
d’embryons somatiques issus de tels cals
puis différenciés en plantules [23] qui peu-
vent présenter des variations somaclonales,
avantageuses ou non selon les objectifs
Vvisés [24, 25].

Une méthode de régénération directe
in vitro de plantules d’ananas avait déja été
testée par Kiss et al. [26]. A partir de frag-
ments d’entre-nceuds prélevés sur les plan-
tules étiolées, cultivés sur milieu MS solide
additionné d’acide naphtaléne acétique
(ANA) a 10 uM, les auteurs avaient obtenu
des taux de multiplication comparables a
ceux obtenus lors de nos travaux.

La méthode de régénération directe
in vitro de I'ananas a partir des couronnes
telle que nous I'avons mise au point est inté-
ressante car elle permet la multiplication
conforme du génotype de la plante meére ;
les plantules régénérées sont saines ; le
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nombre de plantules régénérées par cou-
ronne en 65 j, de 6,7 ou 11,9 selon la phy-
tohormone et la concentration utilisées, est
nettement supérieur aux taux de multipli-
cation généralement obtenu par multiplica-

tion traditionnelle.

Figure 4.

Plantules régénérées

sur couronne d'ananas,

65 j aprés mise en culture sur
un milieu de base additionné
de 6 mg kinétine x L1,

Figure 6.

Plantules d'ananas acclimatées,
35 j apres leur repiquage sur
un substrat de terre et
vermiculite (v/v), aptes

a étre transférées en champ.

Figure 5.

Plantules d’ananas munies de racines, détachées
des couronnes d’ananas 65 j aprés mise

en culture sur un milieu de base additionné
d’une cytokinine et aptes a étre transférées

en phase d’'acclimatation.

Figure 7.

Jeunes plants d’ananas issus de la régénération
directe de bourgeons axillaires de couronnes
cultivées in vitro, 30 j apres leur transfert

en champ.
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5. Conclusion

La méthode de régénération directe d’Ana-
nas comosus var. cayenne mise au point a
partir de couronnes cultivées dans un milieu
MS liquide dilué de moitié, en présence de
4 mg BAP x L1 ou de 6 mg kinétine x L1,
a permis d’obtenir environ 6 ou 12 plan-
tules par couronne, selon les cas, en 2 mois.
Cela permet d’envisager une production de
plus d’'une cinquantaine de plants par cou-
ronne et par an, a la condition de faire un
choix judicieux de la phytohormone utili-
sée et de sa concentration. Les plantules
ainsi régénérées se sont toutes acclimatées
et ont survécu apres leur transfert en champ.

Le démarrage direct d’'un nombre impor-
tant de bourgeons axillaires grace a I'utili-
sation d’une cytokinine constitue une tech-
nique intermédiaire entre les pratiques
d’horticulture et la culture in vitro. Toute-
fois, la productivité des plants issus des
plantules ainsi régénérées devra étre éva-
luée comparativement a celle des plants
obtenus de fagon traditionnelle afin d’en
tester les performances.
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Regeneracion directa in vitro del Ananas comosus (L.) Merril var. Cayenne
a partir de coronas cultivadas en medio liquido.

Resumen — Introduccion. En la mayoria de los trabajos sobre la multiplicacién in vitro de
la pifia se utilizaron explantes de diferentes origenes, pero son escasos aquellos que emplea-
ron coronas para la obtencién de plantulas in vitro. Por otro lado, la regeneracién de plantas
efectuada mediante la formacion de callos puede inducir variaciones somaclonales. Por ello,
se ha probado un método de regeneracion directa in vitro a partir de coronas. Material
y métodos. Tras desinfeccion, se cultivaron coronas de pifia de la variedad Cayenne en un
medio liquido Murashige y Skoog diluido a la mitad con (2 a 10) mg BAP x L1 0 (2 a 12) mg
kinetina x L. Se observo la induccion de yemas axilares tras 14 d de cultivo y se conto el
ndmero de plantulas desarrolladas tras 65 d. Algunas plantulas fueron entonces aclimatadas en
un medio de tierra y vermiculita antes de su traslado al campo. Resultados y discusién. Las
mejores tasas de induccion y desarrollo de plantulas se obtuvieron con 4 mg BAP x L1 (pro-
medio de 6,7 plantulas por corona en 65 d) y 6 mg kinetina x L= (11,9 plantulas por corona).
El 100% de las plantulas aclimatadas y trasladadas al campo sobrevivieron. Conclusion. El
brote directo de un nimero importante de yemas axilares gracias a la utilizacién de una cito-
quinina constituye una técnica intermedia entre las précticas de horticultura y el cultivo
in vitro. Sin embargo, se tendrd que evaluar la productividad de las plantas procedentes de
plantulas regeneradas de esta forma comparandola con las plantas obtenidas de manera
tradicional para valorar su desempefio.
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