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ABSTRACT: Vigna unguiculata (L.) Walp plant was efficiently regenerated using cotyledonary nodes as explant. The explants
were excised from 3 days old seedling grown in vitro on MS medium containing 3 mg/l BAP. They were cultured on MS
medium containing BAP (2,5 mg/l) combinated with different dose of NAA (0, 0,1 and 0,5 mg/l) for shoot induction.
Regeneration frequency varied with growth regulator combinations in the medium. A maximum number of 9,6 shoots per
explant was recorded on MS medium containing 2.5 mg/l BAP. Increase in the ANA concentration of the culture medium
decreased the number of shoots. Regenerated shoots were elongated on MS medium containing 1,25 mg/| BAP. The
elongated shoots were rooted on MS rooting medium without hormone. The rooted plants were transferred to soil with a
survival rate of 80%.

KEYWORDS: MS medium, shoot induction, regeneration frequency, rooting.

RESUME: Vigna unguiculata (L.) Walp est efficacement régénérée a partir des nceuds cotylédonaires. Les explants sont
prélevés a partir de graines germées de trois jours sur le milieu MS additionné de 3 mg/lI BAP. Les explants sont cultivés sur le
milieu MS contenant du BAP (2,5 mg/l) combiné avec différentes concentrations de NAA (0, 0,1 et 0,5 mg/I) pour l'induction
des pousses. La fréquence de régénération varie avec la combinaison hormonale dans le milieu. Un nombre maximal de 9,6
pousses par explant est obtenu sur le milieu MS contenant 2,5 mg/l de BAP. L'augmentation de la concentration d'ANA du
milieu de culture induit une diminution du nombre de pousses. L'élongation des pousses régénérées est obtenue par culture
des explants sur le milieu d’élongation ou la concentration du BAP est réduite de moitié (milieu MS additionné de 1,25 mg/I
BAP). Les pousses sont enracinées sur un milieu d'enracinement (MS % macro sans hormone). Les plantes enracinées sont
transférées dans le sol avec un taux de survie de 80%.

MOTS-CLEFS: milieu MS, induction des pousses, fréquence de régénération, enracinement.

ABBREVIATIONS: BAP : 6-benzylaminopurine ; MS : Murashige and Skoog ; NAA : a-naphthaleneacetic acid.

1 INTRODUCTION

Les techniques traditionnelles de multiplication des plantes par voie végétative comme le bouturage, le marcottage, le
greffage sont encore utilisées mais elles présentent des limites vis-a-vis des stress biotiques et abiotiques. Les approches
biotechnologiques et les techniques de transformation génétique sont employées afin d’améliorer la résistance des cultures
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aux différents stress. Parmi les techniques adoptées, la méthode de régénération in vitro a partir des différents explants
présente des contraintes qui peuvent étre due a la sensibilité des plantes aux conditions de culture in vitro [1]. Les conditions
de culture et du milieu, le choix de I'explant et la combinaison hormonale (type et concentration) sont des facteurs
prépondérants dans la réussite de cette technique.

Plusieurs types d’explants ont été utilisés afin de régénérer des plantes entiéres. Les explants sont prélevés soit au stade
juvéniles a partir de nceuds cotylédonaires (avec ou sans cotylédons) [2], [3], [4], [5], [6], de cotylédons, d’hypocotyles [7] ou
au stade mature de la plante ; les nceuds [8], les entre nceuds, les feuilles [9], [10], les pétioles [11].

De toutes ces approches, les nceuds cotylédonaires présentent une meilleure voie de production d'explant a cause de
leur haute capacité de régénération chez plusieurs especes du genre Vigna [12], Vigna radiata [13], [14], Vigna aconitifolia
[15], et chez d’autres espéces comme Arachis hypogaea [16], Lens culinaris [17], Vicia narbonensis [18], Cicer arietinum [19],
Citrus tengerina [20].

Notre étude porte sur une approche de techniques de micropropagation dans le but de régénérer une espece de soja
« Vigna unguiculata (L.) Walp». Cette espéce est 'une des plus importantes légumineuses, tres riche en protéines, en
minéraux et en vitamines. La technique consiste a multiplier cette espece a partir des nceuds cotylédonaires; parmi les
avantages de la régénération directe a partir de ce matériel biologique, est I'obtention de plantes ne présentant pas de
variation morphologique [21], [22], [23], [24] durant un temps court et conduit a une réduction de la formation de cals sur
milieu additionné d’une concentration élevée de BAP [25].

2 MATERIEL ET METHODES
2.1 GERMINATION IN VITRO

Les graines de Vigna unguiculata (L.) Walp sont désinfectées avec |I'éthanol 70% pendant 30 secondes et ensuite avec une
solution d'hypochlorite de sodium 5% pendant 10 minutes, puis de trois rincages a I'eau distillée stérile pour éliminer les
traces de I'hypochlorite de sodium. Les graines sont misent a germer sur le milieu MG ; milieu MS additionné de 3 mg/| BAP
[3]. Le milieu MSy (milieu MS sans hormones) est utilisé comme témoin. L'incubation se déroule dans une chambre de culture
a une photopériode de 12 h et une température de 25°C+1°C.

2.2 MISE EN CULTURE DES EXPLANTS

Les graines germées de trois jours (germination sur milieu MG) sont utilisées comme source d'explants; les nceuds
cotylédonaires sont prélevés et les coupes sont réalisées a trois niveaux : aux deux extrémités en éliminant I'épicotyle et
I'hypocotyle ainsi qu'au niveau des cotylédons dont la moitié des deux cotylédons est enlevée. Les explants sont transférés
dans des boites de Pétri contenant les différents milieux de culture a raison de cing explants par boite avec 4 répétitions.
L'incubation est faite dans la chambre de culture. Les milieux de culture utilisés sont: le milieu M1 (2.5 mg/| BAP), le milieu
M2 (0.1 mg/l ANA et 2.5 mg/I BAP), le milieu M3 (0.5 mg/l ANA et 2.5 mg/I BAP) et le milieu MS, (témoin sans hormones). La
réponse est exprimée par la fréquence de régénération, la moyenne du nombre de pousses formées par explant et la
moyenne de la longueur des pousses apreés un mois de culture.

L’élongation des pousses régénérées est obtenue par culture des explants sur le milieu d’élongation ou la concentration
du BAP est réduite de moitié (milieu MS additionné de 1,25 mg/l BAP) [26]. Aprés un mois de culture, les pousses sont
excisées et repiquées sur milieu d’enracinement (milieu MSY macro sans hormones). Ensuite, les pousses enracinées sont
enlevées délicatement et les racines sont rincées a I'eau distillée stérile. Les pousses sont transférées dans des petits pots
contenant du terreau stérile et recouvert d’un sachet en plastique pour maintenir 'humidité. Aprés 10 jours de culture, le
sachet est enlevé et les plantules sont transférées dans des pots plus grands.

2.3 ANALYSE STATISTIQUE

Les différents résultats obtenus sont analysés statistiquement avec le logiciel SPSS version 20.0 et la différence entre les
moyennes est évaluée par le test Duncan.

3 RESULTATS

Aprés 3 jours de mise en culture des explants sur les différents milieux de régénération :
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Un gonflement avec un allongement de certains explants est observé sur les trois milieux testés (M1, M2 et M3) suivi par
I'initiation de la formation des pousses observée sur certains explants apres 1 semaine de culture. La croissance des explants
cultivés sur milieu MSy est moins importante.

Aprés deux semaines :

Une régénération est observée en absence de régulateurs de croissance avec un enracinement de certains explants sans
formation de cals (Photo 1: MSy). Les pousses sont visibles avec formation des feuilles sur les trois autres milieux testés. Une
prolifération de cals a la base des explants est observée sur milieu M3 (Photo 1: M3).

Photo 1. Explants apreés 15 jours de mise en culture sur les milieux : MS, (Témoin sans hormones), M1 (2.5 mg/I BAP), M2 (0.1 mg/|
ANA et 2.5 mg/I BAP) et M3 (0.5 mg/| ANA et 2.5 mg/| BAP).

Apreés un mois :

La fréquence de régénération des pousses chez Vigna unguiculata est statistiquement identique (Tableau 1) sur les trois
milieux testés. Elle est de 95% sur les deux milieux M1 et M2, 90% sur le milieu MSy et 75% sur le milieu M3 (Tableau 2).

Tableau 1 : Analyse de variance du taux de régénération et nombre de pousses obtenus chez Vigna unguiculata sur le milieu MS
additionné de différentes combinaisons hormonales.

Source Somme des carrés ddl Moyenne des F Sig.
de type Il carrés

Régénération 104 3 ,035 889 0,487 NS

Nombre de pousses 78,167 3 26,056 15,068 0,001**

NS : non significatif, ** : hautement significatif (p<0,001) a a<0,05

Tableau 2: Pourcentage de régénération, nombre moyen de pousses/explant, longueur moyenne des pousses (cm) dgées d’un mois
apreés la mise en culture sur les milieux : MS,, M1, M2 et M3.

Parametres étudiés Pourcentage de Nombre moyen de Longueur moyenne
Milieux de culture régénération (%) pousses/explant des pousses (cm)
MS, (Témoin sans hormones) 90 a 2,3+0,5¢ 1+0,1
M1 (2.5 mg/| BAP) 95 a 96+1,5a 1,1+0,1
M2 (0.1 mg/l ANA + 2.5 mg/| BAP) 95a 6,6+0,53,b 1+0,1
M3 (0.5 mg/l ANA et 2.5 mg/| BAP) 75a 53+1,1b 1,2+0,3

Les moyennes par colonne, suivies de lettres identiques ne sont pas statistiquement différentes selon le test de Duncan a
a<0,05.

L'analyse de variance révele que le nombre de pousses obtenu varie significativement selon le milieu utilisé (Tableau 1).
Un nombre de pousses significativement élevé est obtenu sur le milieu M1 (9,6 pousses par explant) comparé a MS, (2,3
pousses/explant) (Tableau 2).

Les pousses obtenues mesurent en moyenne 1+ 0,1 cm sur les milieux MSy et M2, 1,1+ 0,1 cm sur le milieu M1 et 1,2+ 0,3
cm sur le milieu M3.

Les pousses régénérées sur les deux milieux M1 et M2 présentent des tiges minces et beaucoup de feuilles de taille
importante (Photo 2: M1 et M2). Alors que sur le milieu M3, les pousses régénérées présentent des tiges trés épaisses avec
un nombre réduit de feuilles de trés petite taille, une callogenese tres importante est observée sur ce milieu (Photo 2 : M3).
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Photo 2. Pousses dgées d’1 mois apres la mise en culture sur les milieux : MS, (Témoin sans hormones), M1 (2.5 mg/I BAP), M2 (0.1
mg/| ANA et 2.5 mg/| BAP) et M3 (0.5 mg/| ANA et 2.5 mg/I| BAP).

La mise en culture des pousses sur le milieu MP induit I'élongation des pousses d’une maniére trés importante.
L’enracinement sur milieu MSY% macro sans hormones est observé apres une semaine de mise en culture sur ce milieu, le
systéme racinaire formé présente une racine principale et des ramifications moins importantes (Photo 3).

MS % macro

Photos 3. Pousse enracinée aprés 1 mois de mise en culture sur le milieu MS % macro.

Les pousses enracinées mises en culture dans des pots contenant du terreau stérile poursuivent leur croissance (Photo 4a
et b). Apres 10 jours de mise en culture, la plante présente des feuilles a surface bien développée (Photo 4a). Aprées 50 jours

la croissance est plus rapide avec production de ramifications plus importantes et un nombre foliaire bien développé (Photo
4b). Le taux de survie des plantules est de 80%.

Photo 4. (a) 10 jours aprés la mise en culture d‘une pousse enracinée de Vigna unguiculata dans le substrat terreau, (b) 2 mois aprés
la mise en culture d‘une pousse enracinée de Vigna unguiculata dans le méme substrat.

4 DISCUSSION

Comparé aux autres cytokinines, I'utilisation du BAP pour la régénération des pousses a partir des nceuds cotylédonaires
présente la meilleure réponse chez plusieurs espéces du genre Vigna comme Vigna unguiculata [2], Vigna radiata [14] et

d’autres especes comme Cicer arietinum [19], Commiphora wightii [27], Psoralea corylifolia [28], Pterocarpus santalinus [29],
Abelmoschus moschatus [30], Citrullus colocynthis [31].
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Les graines germées sur milieu MS contenant le BAP présentent une meilleure croissance comparée a celles cultivées sur
milieu MS sans hormones ; les mémes observations sont signalées par [3] et par [4] avec I'utilisation d’une autre cytokinine. Il
a été rapporté que l'utilisation du BAP au stade germination stimule la formation des pousses a partir des nceuds
cotylédonaires chez Vigna unguiculata [3], Vigna radiata [26], [32] et d’autres especes comme Glycine max [25],
Commiphora wightii [27], Peganum harmala [33], Cucumis melo [34].

Les noeuds cotylédonaires présentent un potentiel morphologique élevé qui peut étre activé par I'application « in vitro »
du BAP [35]. Le potentiel organogénique des explants nceuds cotylédonaires de Vigna mungo est fortement influencé par le
type de régulateur de croissance, la concentration et la combinaison hormonale utilisée [6], [36], [37]. Le nombre et la taille
des cotylédons attachés au noeud cotylédonaire affecte la formation des pousses chez Vigna mungo [38], la présence de la
totalité ou la moitié des cotylédons est essentiel pour la production des pousses. [39] signalent que I’élimination des deux
cotylédons entraine un retard de réponse de régénération et produit moins de pousses a partir des nceuds cotylédonaires
chez Lathyrus sativus. [2] signalent que I'utilisation des noeuds cotylédonaires avec les deux cotylédons entiers présente la
meilleure réponse de formation de pousses en présence de 1 mg/l BAP ainsi [3] indiquent que la meilleure réponse de
formation de pousses est observée en présence de 1,25 mg/l BAP avec le méme type d’explant. Nos résultats indiquent que
I"utilisation des noeuds cotylédonaires avec la moitié des cotylédons induit la formation de 9.6 pousses par explant sur milieu
additionné de 2,5 mg/l BAP, la formation des pousses est observée sur tous les milieux testés en présence et en absence de
régulateurs de croissance avec une fréquence différente. La fréquence de formation des pousses est affectée par la
combinaison hormonale du milieu de culture. La régénération des pousses et I'enracinement observés sur les explants
cultivés sur milieu MS;, signifie la présence d’hormones endogenes dans cet explant stimulant la formation des pousses et des
racines mais avec une fréquence faible.

Plusieurs études signalent que la combinaison BAP/ANA induit soit une augmentation du nombre de pousses régénérées
a partir des nceuds cotylédonaires [26], [40], [41], soit une diminution du nombre de pousses régénérées [6], [22], [42]. Cette
réponse dépend de la concentration des deux hormones. L’ utilisation de I’ANA en combinaison avec le BAP (milieu M2) induit
une diminution du nombre de pousses avec formation de cals. Les résultats de [30] indiquent que la combinaison BAP/ANA
présente une réponse callogénique élevée. Les mémes résultats sont obtenus sur le milieu M3 indiquant que la formation
des cals observée sur ce milieu présente un effet suppresseur sur I'induction et la prolifération des pousses.

L'enracinement est I'étape la plus importante pour la régénération des plantes. L'utilisation du milieu MS% macro,
additionné ou non d’auxine, pour I'étape d’enracinement a été signalée par plusieurs travaux sur cing espéces du genre
Vigna [12], chez Vigna unguiculata [3], Vigna radiata [14], [22], [26], [40], [43] et Vigna mungo [36], [44].

Le milieu MSY macro sans hormones induit I'enracinement des pousses ce qui indique que I'addition d’une auxine pour
I’étape de I'enracinement n’est pas une nécessité chez Vigna unguiculata. Les pousses enracinées mises en culture dans du
terreau stérile poursuivent leur croissance en serre avec un taux de survie de 80%.

5 CONCLUSION

Dans cette étude, les nceuds cotylédonaires (dont la moitié des deux cotylédons est enlevée) présentent une meilleure
réponse avec formation de 9.6 pousses sur milieu MS additionné de 2.5 mg/l BAP. L’addition de L'ANA en combinaison avec
le BAP induit une diminution du nombre de pousses. La diminution de la concentration du BAP dans le milieu de prolifération
des pousses induit une élongation trés importante des pousses. L’enracinement des pousses observé sur milieu MS % macro
sans hormone indique que I'addition d'une hormone n’est pas nécessaire. Ce systeme de régénération de Vigna unguiculata
a partir des nceuds cotylédonaires peut étre utilisé pour la sélection in vitro de cette espéce.
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