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In vitro micropropagation of local alfalfa Medicago sativa L. Gabsi.

Micropropagation in vitro de la luzerne locale Medicago sativa L.
Gabsi.
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Abstract - In order to find an appropriate media enabling the in vitro regeneration of a whole plant of
M.sativa L. Gabsi through micropropagation using leaf explants (cotyledon), we tested three different
shoots developing media with three cytokinins: zeatin (Z), BA and TDZ on two different provenances
of local M.sativa L. Gabsi 2 and 19. Secondly two different roots developing media, MS and MS / 2,
were tested on the newly formed shoots. The medium Z, although it doesn’t always gave the best
response rate, he gave the well developed shoots (up to 10 mm for M.sativa L. 19) with the lower
vitrification rate (53, 12% for M.sativa L. 19). The MS medium doesn’t enable root formation on shoots
grown on media Z, BA and TDZ while the medium MS / 2 allowed the formation of roots on shoots
grown on the Z medium. The best combination of media allowing shoots and roots developing for both
provenances of M.sativa L. Gabsi is that of Z medium with the MS / 2 medium.

Keywords: Lucerne, in vitro, micropropagation, Zeatin, TDZ, BA.

Résumé - Cet article est un essai de régénération in vitro de luzerne locale Medicago sativa L. Gabsi
par la voie de micropropagation. Le but a partir de ce travail est de trouver une combinaison adéquate
de milieux de formation de pousses et de racines permettant la régénération in vitro d’une plante entiére
a partir d’un explant de feuilles (cotylédons). Deux provenances de luzerne locale M. sativa L.Gabsi, 2
et 19, sur lesquelles on a testé trois milieux différents de formation de pousses avec trois cytokinines :
la zeatine (Z), laBA et le TDZ. En deuxieme partie deux différents milieux de formation de racines, MS
et MS/2, ont été appliqués aux pousses néoformées. Le milieu Z, bien qu’il n’a pas toujours donné la
meilleure réponse des explants, il a donné les pousses les plus développées avec le pourcentage de
vitrification le plus faible. Le milieu d’enracinement MS n’a permis la formation de racines sur aucunes
des pousses cultivés sur les milieux Z, BA et TDZ. Le milieu MS/2 a permis la formation de racines sur
les pousses cultivées sur le milieu Z. La meilleure combinaison de milieux assurant la meilleure
formation des pousses et des racines pour les deux provenances est celle du milieu Z avec le milieu
MS/2.

Mots clés: luzerne, in vitro, micropropagation, Zeatine, BA, TDZ.

1. Introduction

La famille des Fabaceae (Leguminosae), comportant 800 genres et 20.000 especes (Lewis et al., 2005)
est la troisieme plus grande famille des plantes a fleurs apres les Orchidaceae et les Asteraceae. C’est
une famille extrémement diversifiée avec une large distribution mondiale, englobant plusieurs formes
de vie, en partant d'herbes alpines et arctiques, arbustes vivaces tempérés jusqu’aux arbres. Le genre
Medicago L. est composé de 60 especes (Quiros et Bauchan, 1988) dont la majorité sont annuelles, mais
environ un tiers est composé de plantes vivaces, dont la luzerne, quatorze especes cultivées
appartiennent au genre Medicago, la luzerne ou Medicago sativa L. étant la plus connue. Le complexe
Medicago sativa se compose des trois sous-especes M. sativa ssp, Sativa ; M. sativa ssp. Falcata ; et M.
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sativa ssp. glutinosa (Quiros et Bauchan, 1988). La sous-espece Sativa du complexe est caractérisée par
des fleurs violettes ou bleues, une racine pivotante, un port dresse, et des gousses en spirale (Whyte et
al. 1953). Elle est peu dormante et a une résistance variable au froid. La luzerne cultivée (Medicago
sativa L.), est I'une des cultures fourrageres les plus importantes dans le monde, cultivée sur plus de 80
millions d'hectares (Michaud et al., 1988 ; Russelle et al. 2001).

A la base, le genre devait étre diploide et les espéces tétraploides auraient dérivé d’une non-réduction
des gamétes, donnant des plantes trés vigoureuses et hétérozygotes capables de s’adapter et de coloniser
de nouveaux habitats, permettant ainsi d’accroitre 1’aire géographique du genre Medicago (Quiros et
Bauchan, 1988). Le genre Medicago est bien représenté en Tunisie, ou il constitue un patrimoine
génétique extrémement riche et diversifié. On estime a 50% en moyenne et selon les régions la fréquence
des espéces annuelles de Medicago dans la végétation spontanée (Seklani, 1991), et a 40% leur
fréquence parmi les légumineuses en Tunisie septentrionale (Hassen et al., 1994).

L’amélioration de la qualité, la résistance aux maladies, la productivité¢ et la résistance aux stress
abiotiques figurent parmi les principaux objectifs de I'amélioration de la luzerne (M. sativa L.). La
plupart des réalisations dans le passé ont été obtenues par des méthodes de sélection traditionnelles
plutét que les techniques de génie génétique (Volenec et al., 2002). Plusieurs travaux de régénération
de M. sativa ont été publiés, la plupart par embryogénése somatique indirecte, ¢’est-a-dire en passant
par une phase intermédiaire de cal (Barbulova et al., 2002 ; Bingham et al., 1988 ). Aujourd’hui quelques
progrés ont été enregistrés via organogénese directe ou indirecte, ainsi que par embryogénése somatique
a partir de différents explants de luzerne (Barbulova et al., 2002 ; Gilmnur et al., 1987 ; Liang et al.,
2003 ;Tian et al., 2002 ; Zagorska et al., 1997). La plupart de ces travaux restent basés sur un nombre
restreint de tissus trés adaptés a la culture in vitro, ce qui n’a pas permis de surmonter le probléme de
la forte dépendance du génotype, commun a un grand nombre de légumineuses . En outre, par rapport
aux protocoles de régénération directe, les plantes régénérées a partir de tissus ou d'organes avec
formation intermédiaire de cals, ont plus de risque d’avoir subie une variation somaclonale (Loureiro et
al., 2007 ; Neves et al., 2001). Plusieurs travaux de régénération directe ont été réalisés, dont ceux de
Neves et al.(2001) et Li et al. (2009).

L’objectif, a partir de ce travail, est de réussir la régénération in vitro de M. sativa L. Gabsi par la voie
de micropropagation.

2. Matériel et Méthodes

Les travaux ont été effectués dans 1’Unité de Culture in Vitro du Laboratoire d’ Aridocultures et Cultures
Oasiennes de I’Institut des Régions Arides (IRA) de Médenine. Les semences de Medicago sativa L.
Gabsi ont été collectées chez les agriculteurs dans le sud Tunisien. Deux différentes provenances de
Medicago sativa L. Gabsi ont été choisies pour faire cette étude, a savoir Essayah Benguerdane
(provenance 2) et Gannouch (provenance 19).

2.1.Germination des graines et culture des explants

2.1.1. Stérilisation des graines

Le traitement des graines comporte 3 étapes différentes, d’une durée de 5 min chacune, en traitant le
matériel successivement avec 1’acide sulfurique (H2SO4, 96%), puis 1’eau de javel (NaOCl) a 50% du
produit commercial et enfin 1’éthanol a 70% (v/v) ; apres chaque étape, le matériel a été rincé cing fois
a I’eau distillé stérile. Toutes ces étapes de désinfection ont eu lieu sous hotte a flux laminaire (Clean
Bench Zticheng).

L’eau distillée utilisée pour la préparation des solutions désinfectantes et de ringage, le milieu de culture,
ainsi que tout le matériel utilisé (verrerie et les pinces) sont stérilisés a ’autoclave (pbi international) a
une température de 120 ° C pendant 20 minutes.

2.1.2. Obtention de plantules meres et prélevement des explants de départ

Le milieu de culture utilisé lors de cette étude est le milieu de base de Murashige & Skoog (1962), codé
MS, fréquemment utilisé dans la culture in vitro de plusieurs espéces. Ce milieu est composé de
Macroéléments MS, Microéléments MS, Vitamines MS, 30g/l saccharose et 8g/l agar, et le pH du milieu
est ajusté a 5,8 avant autoclavage avec une solution de KOH 1N.

Apres stérilisation, les graines sont germées dans des boites a Pétri contenant 15 ml de milieu MS,
maintenues a 1’obscurité, a une température de 25 °C. Aprés 6 a 8jours les plantules montrant déja le
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développement des cotylédons sont prétes pour commencer I’expérience. Une fois séparé, chaque
cotylédon est coupé pour récupérer la partie basale comprenant le méristéme axillaire. Des cotylédons
prélevés sur des plantules plus dgées n’ont pas permis la régénération de pousses.

Le protocole de régénération suivi au cours de cette expérience était celui de Neves et al. (2001) avec
guelques modifications. Trois régulateurs de croissance sont utilisés : la zéatine (Z, C10H13NsO) a 0.1
mg/l, la benzyladenine (BA, C12H1:N°) a 5 mg/l et le thidiazuron (TDZ, CeHsN4OS) a 2 mg/l, . Les
régulateurs de croissance sont ajoutés au milieu de culture MS apres autoclavage. Les milieux sont
coulés dans les boites de Petri sous hotte a flux laminaire vertical (Clean Bench Zticheng) a raison de
15ml / boite.

Les explants sont ensuite cultivés horizontalement a raison de 10 explants/boite et 10 boites de Petri
pour chaque régulateur de croissance et pour chaque provenance (un total de 100 explants par
traitement). Les boites de Pétri sont scellées avec du Parafilm puis placées pour une durée de 15 a 21
jours dans une chambre de culture sous une photopériode de 16 h (100 xmol m~2 st appliqué sous forme
de lumiere blanche fluorescente), a une température de 25 °C + 2 °C, durant toutes les phases de culture.

2.2.croissance et enracinement des pousses

Apres 15 a 21 jours sur le milieu initial, des pousses apparaissent. Ces pousses sont dissequées du reste
de I’explant puis transférées sur un milieu MS avec 30g/1 saccharose et 8g/l agar pendant une semaine
pour assurer leur croissaance.

Aprés une semaine sur le milieu de croissance, les pousses sont transférées sur deux milieux différents
pour leur enracinement, le milieu MS et MS/2 qui est composeé de sels minéraux et vitamines MS dilués
de moitié. Les deux sont additionnés de 30 g/1 de saccharose et 8g/l d’agar. Les cultures sont maintenues
dans la méme chambre de culture pendant 15 jours.

Les micro-plantules enracinées sont acclimatées progressivement aux conditions ex vitro. D’abord, la
gélose est éliminée de la base des plantules par un lavage avec le milieu de culture liquide MS. Les
pousses enracinées sont ensuite transférées dans des gobelets contenant soit de la tourbe soit la tourbe
mélangée a de la perlite préalablement stérilisée (120 °C pendant 2 heures). Les parties aériennes des
plantes sont abritées par un cache en verre transparent pour essayer de les maintenir dans un
environnement qui avoisine 100 % d’humidité relative.

2.3. Analyse des données

La réponse a la régénération des explants testés a été évaluée a la fin de la période expérimentale, en
déterminant le nombre de pousses sur chaque milieu et pour chague provenance, les pourcentages
d’explants régénérés, la taille et le nombre de pousses par explant, ainsi que le nombre moyen de pousses
ayant donné des plantes entiéres.

Une analyse de variance (ANOVA), par le logiciel Infostat (2016), a été réalisée dans le but de voir
I’effet du génotype, du milieu de formation de pousses et celui de racines sur le pourcentage d’explants
régéneres.

3. Résultats et discussions

3.1.Formation de pousses

L’analyse de variance, ANOVA, appliquée aux pourcentages de formation de pousses a montré qu’il
n’y a pas d’effet du génotype et de milieu sur la formation de pousses (la différence entre les moyennes
n’étant pas significative au seuil o = 0.05).

3.1.1. Casde la provenance 19

La taille des pousses de M. sativa 19 était la plus importante (figurel), sachant que la zéatine a toujours
favorisé la le développement de pousses de taille supérieure a celle des autres cytokinines utilisées.

Le milieu Z, est le plus favorable au développement des pousses, ces derniéres étaient bien développées,
multiples et avec une longueur moyenne de I’ordre de 10 mm (figure 2).

Le pourcentage de formation de pousses sur ce milieu est de 26.42% (z 3,77). Pour un nombre moyen
de 11 explants par boite de Pétri, ce milieu a donné un nombre moyen de pousses formées égal a 3. Le
milieu BA, est moyen quant a la formation de pousses avec un pourcentage de développement de
pousses égal a 22.22% favorisant ainsi le développement de 2 pousses sur une moyenne de 9 explants.
Le milieu TDZ, n’a pas été favorable au développement de pousses.
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3.1.2. Pour la provenance 2

Le milieu BA était le meilleur en favorisant un pourcentage de formation de pousses égal a 21,81% (x
2,81) (figurel) correspondant a la formation de 2 & 3 pousses sur un nombre total de 11 explants par
boite. Le milieu Z, était le moins convenable avec un pourcentage de formation de pousses égal a 9,77%
(+ 1,08) tandis que le milieu TDZ a été moyen avec un pourcentage de formation de pousses de18,05%
(x2,91).
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3.2. Formation des racines et régénération

L’analyse de variance appliquée au pourcentage de régénération des explants a montré qu’au seuil o =
0.05, la différence entre les moyennes est significative.

Les combinaisons des milieux de formation pousses a ceux de développement des racines ont des effets
différents sur la régénération des explants.

3.2.1. Cas de la provenance 19

Pour la provenance de M.sativa 19, la meilleure combinaison favorisant la meilleure formation de
pousses (vigoureuses et bien développées), et racines et permettant de produire une plante entiere est
celle du milieu Z avec un milieu MS/2 (figure 3). Cette combinaison de milieux a assuré un pourcentage
de formation de racines de 53.12% (£ 8,61). Les autres combinaisons, BA + MS/2 et TDZ+ MS/2, n’ont
pas été favorables a 1’enracinement. Egalement, le milieu d’enracinement MS n’a pas favorisé le
développement des racines combiné avec aucun des trois milieux de régénération (Z, BA ou TDZ).

3.2.2. Cas de la provenance 2

La régénération entiére dans le cas de la provenance de M. Sativa 2, a été seulement favorisée par la
combinaison des milieux Z et MS/2 (figure 3). Bien que le milieu Z n’a pas été assez favorable a la
formation de pousses, ces derniéres étaient vigoureuses et, sur le milieu MS/2, 65,71 % (+ 8,85) d’entre
elles ont réussi a développer des racines et a donner des plantes viables. En revanche, les milieux BA et
TDZ combinés avec le milieu MS/2 n’ont pas permis la récupération de plantes entiéres, tandis que le
milieu M1 n’a pas été approprié a la formation des racines indépendamment du milieu sur lequel les
pouSSes.
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3.3. Taux de vitrification

Le phénomene de vitrification de pousses est observé chez les deux provenances et pour les différents
milieux avec des niveaux variables (figure 4). Pour les deux milieux BA et TDZ, le taux de vitrification
est important, il atteint jusqu’a 100% de pousses vitrifiées pour les deux provenances. Pour le milieu Z
le taux de vitrification est moins important il est égal a 65,71% (+ 11,23) pour la provenance de M.sativa
2 et 53,12% (£ 10,52) pour la provenance 19.

En ce qui concerne I’influence des explants de départ, une étude préliminaire non incluse ici a montré
gue ce sont les cotylédons qui présentent les meilleures aptitudes a la caulogenese, puisque les
hypocotyles de ces mémes provenances n’ont pas donné de bons résultats. Les bonnes potentialités
caulogénes des cotylédons ont déja été signalées chez Medicago truncatula (Neves et al., 2001).
Cependant, des segments d’hypocotyles ont été utilisés avec succes pour induire la caulogenese
auparavant chez Scorpiurus (Hamdani, 2001 ; Saadi et Hamdani, 2007) et chez le pois (Malmberg,
1979).

Dans notre étude, nous avons utilisé des cotylédons prélevés sur des embryons matures, ces derniers
n’ont pas montré une bonne aptitude a la régénération en donnant avec le milieu Z, 2 explants régénéres
sur un total de 9 explants par boite pour la provenance 19 et 2 pousses régénérés sur 11 pour la
provenance 2. Ces cotylédons prélevés d’embryons zygotiques matures se révelent plus efficaces pour
d’autres légumineuses comme le pois (Antassov & Mehandjier, 1979). Il serait judicieux de reprendre
I’expérience en utilisant les cotylédons d’embryons zygotiques immatures qui pourraient mieux
répondre et apporter des résultats plus probants. D’autres études faites sur le pois (Nadolska et al.,1994),
le soja ( Tetu, 1989) et trefles (Keyton & Wayne, 1993) ont prouvé que des embryons zygotiques
immatures entiers (ou des parties d’embryons) ont donné de bons résultats.

La composition hormonale du milieu, elle aussi, est un facteur qui a influencé fortement la caulogenése
et la régénération d’une fagon générale. Dans notre étude les trois cytokinines appliquées ont des
influences a la fois sur le nombre de pousses néoformées et leur qualité. Le nombre de pousses par
cotylédon obtenu avec la zeatine bien qu’il n’était pas toujours le plus important ces derniéres étaient
d’une vigueur importante.

Le TDZ, lui, a une réponse différente. Avec la provenance 19 ce régulateur n’a pas donné de résultats,
au contraire avec la provenance 02, ce régulateur était celui qui a donné le plus grand nombre de pousses.
Les pousses obtenues sont généralement petites (< 0,6 mm), non multiples, vitrifiées et incapables de se
reconvertir en plantes.
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Le TDZ, qui est une urée de phényle sous-substitué, est déja connue pour avoir une forte activité
cytokinine dans la multiplication des pousses de légumineuses comme l'arachide (Kanyand et al., 1994),
le soja (Kaneda et al.1997), Vicia narbonensis (Tegeder et al., 1996), ou le pois d'Angole (Eapens et al.
1998). Dans notre étude, les pousses produites avec le TDZ étaient trés petites de telle fagon qu’on
n’arrive méme pas a les isoler a partir de cotylédons en raison de leur hyperhidricité. Les mémes
observations ont été faites chez M. truncatula par (Neves et al., 2001).

Un probléme récurrent lors des études de régénération in vitro de pousses est celui de I’hyperhydricité
(anciennement appelée vitrification), et les légumineuses en général sont tres susceptibles a ce
phénomene qui est fréquemment observé dans la littérature sur les especes de cette famille (Ochatt et al.
2002). C’est pour cette raison que, indépendamment des résultats de régénération de pousses seuls, il
est important d’évaluer aussi la fréquence des phénomeénes d’hyperhydricité dans les régénérants
puisque ces pousses hyperhydriques (vitrifiées) se sont souvent montrées incapables de développer des
racines et de se convertir en plantes par la suite. L’observation du pourcentage de vitrification a montré
que 100% des pousses cultivées sur les milieux BA et TDZ étaient vitrifiés, tandis que sur le milieu Z,
le pourcentage de vitrification des pousses était en une moyenne de 60%.

Li et al. (2009) on montré que le changement des méthodes de culture ainsi que la réduction des
concentrations de TDZ de 0,05 & 0,025 mg dm™® pourrait considérablement réduire le pourcentage de
pousses vitreuses. Kataeva et al. (1991) ont proposé que I’excés de cytokinine peut agir comme des
signaux induisant une production excessive d'éthyléne, qui, suite a une certaine série de réactions
biochimiques conduit a la vitrification. Cependant, Li et al. (2009) ont découvert que I'ajout de 3,0 mg
dm3d’ AgNO3, un puissant inhibiteur de I'action de 1'éthyléne (Chong et al., 1997), dans le milieu avec
les mémes concentration de TDZ précédemment utilisées, n’avait rien donné quant a la réduction de la
vitrification.

Sur cette base, c’est le milieu Z qui s’est révélé le meilleur pour la régénération des deux provenances
de M.sativa L. Gabsi étudiées.

L’enracinement des pousses est obtenus sur un milieu (MS/2) dont ’efficacité a déja été signalée par
(Tegeder et al., 1996) chez Medicago sativa. Notre étude montre que les racines formées dans le milieu
MS/2 étaient vigoureuses et courtes. Pour d’autres études faites sur la luzerne les pousses sont
transférées sur un milieu MS/2 additionné de différentes concentrations de NAA, entre 0 et 0,5 mg/l (Li
et al., 2009). Ce méme auteur a trouveé que la fréquence la plus élevée de I'induction des racines (83,3%)
a été assurée par immersion de la partie inférieure des pousses dans

1.0 mg dm™ de NAA.

4. Conclusion

Le milieu Z est le meilleur quant a la formation de pousses en donnant des pousses multiples avec un
faible taux de vitrification. Seuls les milieux Z et MS/2 combinés ont favorisé la régénération d’une
plante entiére a partir d’un explant de feuilles (cotylédons).
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