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' Introduction

L’accroissement de la population en Afrique entraine une consom-
mation croissante de bois et de produits dérivés des foréts et des
arbres. Actuellement, on considére que les foréts tropicales et médi-
terranéennes sont en voie de disparition rapide : 1 % par an, ce qui
veut dire que dans 100 ans, elles auront complétement disparu du
globe si ’on ne dispose pas de méthodes efficaces pour inverser cette
tendance. Ce prélévement continu sur les foréts impose donc d’aug-
menter de manigre significative les surfaces de reboisement et d’op-
timiser les techniques de propagation et d’amélioration des ligneux.

Des essais conduits sur les eucalyptus ont montré que la multiplica-
tion végétative pouvait fournir des plantations clonales d’arbres
sélectionnés dont les rendements sont bien supérieurs aux planta-
tions issues de semis (Zobel et Ikemori, 1983). Le développement
des techniques de micropropagation a permis des avancées considé-
rables chez de nombreuses plantes herbacées; plusieurs especes
sont actuellement propagées par ces techniques. Son application
aux especes ligneuses des régions tropicales est récente et concen-
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trée principalement sur des essences d’intérét économique (hévéa,
palmier, caféier, etc...)

Cependant, un groupe d’arbres, les acacias, qui compte plus de
1250 especes connues, dont 134 originaires d’Afrique (Wickens,
1996), présente des essences d’intérét majeur pour un développe-
ment durable dans les régions arides et tropicales. Dans un récent
rapport (Anonyme, 1996), le département des foréts de la FAO a
proposé une liste d’arbres prioritaires par région géographique ; on
y cite quatre acacias (A. nilotica, A. senegal, A. tortilis et A. tortilis
spp raddiana) pour les régions situées au sud de 1’Europe. On a
constaté, ces dernieres années, un regain d’intérét pour les acacias
d’origine africaine ou australienne et une analyse bibliographique
du moment fait état de nombreuses investigations biotechnolo-
giques chez ces arbres.

Cette communication a pour objet de faire le point des recherches
effectuées dans le genre Acacia et de souligner les résultats que les
cultures in vitro ont permis d’obtenir chez ces especes. Par culture
in vitro, nous entendrons le sens large, qui comprend aussi bien les
techniques ayant trait a la propagation in vitro (multiplication végé-
tative, callogenése et régénération de plantes), que la transformation
génétique et les symbioses expérimentales.

La propagation in vitro

La propagation in vitro consiste a régénérer, en conditions ax¢-
niques, une nouvelle plante a partir d’un fragment plus ou moins
grand de ce végétal. Plusieurs techniques de propagation peuvent
étre employées et présentent, sur le plan de la conformité au type
parental, différents niveaux de stabilité génétique. La technique la
plus utilisée consiste a accélérer le développement des bourgeons
axillaires par suppression de la dominance apicale grice a leur iso-
lement et a la modification exogéne d’une balance hormonale en
faveur des cytokinines. Cette technique conduit a la formation de
vitroplants ou le risque d’obtention de copies non conformes est tres



Dunoux, GALIANA, AHEE, FRANCHE — Applications des cultures in vitro dans le genre Acacia

¥ 239

faible. Au contraire, 1’organogenese, avec induction de bourgeons
sur des cals, conduit a la formation de vitroplants ol la variation
somaclonale est fréquente (aneuploidisation, polyploidie) ; ce n’est
donc pas une technique de multiplication végétative conforme.
Enfin, le développement d’embryons somatiques peut présenter un
taux de variation somaclonale faible et cette voie peut alors Etre
considérée comme une technique de multiplication végétative.

Micropropagation

La micropropagation implique classiquement quatre étapes : 1'ini-
tiation des cultures, la multiplication des bourgeons, I’enracinement
des tiges néoformées, et ’acclimatation des vitroplants. La multi-
plication des bourgeons peut étre obtenue soit par bourgeonnement
axillaire, soit par bourgeonnement adventif.

Micropropagation par bourgeonnement axillaire

C’est la voie la plus utilisée chez les acacias (tabl. 1). Les explants
les plus réactifs sont constitués par des nceuds cotylédonnaires, ou
des nceuds de tiges prélevés sur de jeunes plantes. La prolifération
des bourgeons axillaires peut étre régulée par la présence d’une
balance hormonale en faveur des cytokinines (kinétine, 2-iP, BAP).
Le taux de multiplication des bourgeons au cours d’une subculture
est généralement limité (deux a trois) dans le genre Acacia. 1l atteint
des valeurs plus élevées (entre 20 et 40) de maniere exceptionnelle
chez A. mangium (Galiana et al., 1991a; Darus, 1991). Cependant,
il est intéressant de souligner la prééminence du facteur génétique
sur le facteur composition du milieu de culture pour les caracteres
quantitatifs de micropropagation analysés chez A. raddiana (Borgel
et al., 1993). On peut prévoir qu’il en est de méme chez les autres
especes non domestiquées d’Acacia.

Les bourgeons prélevés sur des rameaux d’arbres matures constituent
des explants extrémement difficiles & désinfecter et peu de travaux
font état d’expérimentations effectuées avec des explants adultes.
Chez les ligneux, il y a souvent des manifestations de retour d’arbres
matures a |’état jeune, et ce phénoméne est particulierement visible



Explant
Espéce Juvénile Mature Résultat Références
A. albida neeud cotylédonnaire Plante acclimatée Duhoux et Davies, 1985
A. albida neceud drageons Vitroplants Gassama et Duhoux, 1986; 1987
A. albida apex de tige Plante acclimatée Ruredzo et Hanson, 1993
A. albida fragments de racines cultivées in vitro Vitroplants Ahée et Duhoux, 1994
A. albida racines excisées Plante acclimatée Gassama et Duhoux, 1992
A. albida microgreffage Plante acclimatée Detrez et al,, 1992
A. auriculiformis bg axillaires Vitroplants Mittal et al., 1989
A. auriculiformis bg axillaires (1 an) Plante acclimatée Watanabe et al., 1994
A. auriculiformis bg axillaires (20 ans) ? Reddy et al., 1995
A. auriculiformis hypocotyles bg axillaires (1 an) Plante acclimaiée Toda et al., 1995
A. auriculiformis bg axillaires (4 ans) ? Zhang et al., 1995
A. auriculiformis bg axillaires (adultes) Plante acclimatée Semsuntud et al., 1991
A. bivenosa noeuds cotylédonnaires Vitroplants Jones et al., 1990
A. flava bg cotylédonnaires Vitroplants Di Michele et Bray, 1994
A, holosericea bg cotyledonnaires Vitroplants Jones et al., 1990
A. koa apex de tige Plante acclimatée Skolmen et Mapes, 1978
A. mangium plantule 7 mois, nceud Plante acclimatée Galiana et al,, 1991a
A. mangium plantule Plante acclimatée Crawford et Hartney, 1987
A. mangium apex de tige apex de tige et nceud Vitroplant Rajadurai et al., 1989
(10 ans)
A. mangium plantule Vitroplant Hamzah et al., 1987
A. mangium noeud Plante acclimatée Darus, 1991
A. mangium bg cotylédonnaires Plante acclimatée Umboh et al., 1989
A. mangium hypocotyles Plante acclimatée Toda et al., 1995
I Tableau 1

Micropropagation et microgreffage des acacias. Bg : bourgeons.
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Explan

Espéce Juvénile Mature Résultat Références
A. mangium microgreffage bg axillaires (1 an) Plante acclimatée Monteuuis, 1995
A. mangium nceud 6 mois/3-5 ans Vitroplant Darus et Darus, 1991
A. mangium nceeud Plante acclimatée Darus et al., 1992
X auriculiformis
A. mearnsii apex de tige Plante acclimatée Huang et al., 1994

. melanoxylon plantuie Vitroplant Jones, 1986

. melanoxylon
. melanoxylon
. melanoxylon
.« mimosa »

A

A

A

A

A

A. nilotica indica
A. nilotica
A. saligna
A. senegal
A. senegal
A

. senegal

A. senegal

A. senegal

A. stenophylla

A. tortilis raddiana
A. lortilis raddiana
A. salicina
A. saligna

apex de racine
bourgeons axillaires
nceud cotylédonnaire

microbouture
neeud
microboutures et plantules

greffe de microboutures
cotylédon

plantule

neeud cotylédonnaire
microgreffage

noeuds cotylédonnaires

neeuds de rejets d'arbres
nceud d'arbre mature
Racines

adultes, bg axillaires

bg axillaires (20 -25 ans)
mature apex de tige

4 ans microbouture
nceud (4 ans)

porte-greffe (3 mois)

Plante acclimatée
Caulogénése
Bonner, 1942
Plante acclimatée
Plante acctimatée
Tiges

Plante acclimatée
Plante acclimatée
Plante acclimatée

Enracinement comparé

ex-vitro

Plante acclimatée
Racines

Tiges

Plante acclimatée
Piante

Plante acclimatée
Vitroplants

Meyer et van Staden, 1987
Jones et Smith, 1988

Rutfoni et al., 1992

Dewan et al., 1992

Singh et al., 1993

Barakat et El-Lakany, 1992
Badiji ef al.,, 1993

Badii et al.,, 1991

Palma et al., 1994

Palma et al., 1996

Kathju et Tewari, 1973
Crawford et Hartney, 1987
Nandwani, 1995

Détrez, 1994

Jones et al., 1990

I Tableau 1 (suite et fin)

Micropropagation et microgreffage des acacias. Bg : bourgeons.
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avec les acacias d’origine australienne qui possédent des phyllodes a
I’état adulte et des feuilles composées a 1’état juvénile. Deux tech-
niques de rejuvénilisation ont été utilisées chez les acacias; le préle-
vement d’explants de drageons et de rejets chez Acacia albida
(Gassama et Duhoux, 1987) et le microgreffage chez A. albida,
A. mangium et A. tortilis. C’est ainsi que les neeuds d’A. albida pré-
levés sur des drageons d’arbres Agés ont manifesté des propriétés
organogenes nettement supérieures a celles des explants de matériel
age.

Micropropagation par bourgeonnement adventif

Quelques résultats, limités a A. albida (Gassama-Dia et Duhoux,
1992 ; Ahée et Duhoux, 1994) font état de bourgeonnements adven-
tifs, sans cals, sur des fragments de racines excisées ou cultivées in
vitro. Cette voie de multiplication végétative est moins siire du point
de vue de la stabilité génétique et nécessite I’analyse génétique des
vitroplants obtenus.

La phase d’enracinement des vitroplants est généralement induite
par I’emploi d’une balance hormonale riche en auxines (ANA, AIB,
etc.) et ne constitue pas, lorsque les explants utilisés sont juvéniles,
une phase limitante dans le processus de micropropagation.
Quelques auteurs (Palma et al., 1996) insistent méme sur la qualité
du systéme racinaire in vitro lorsqu’il est comparé a I’ex vitro. C’est
amsi qu’aprés un « habillage » (€lagage des extrémités racinaires),
le systeme racinaire des plantes issues de culture in vitro a une
reprise de croissance égale ou supérieure a celles des plantes issues
de culture ex virro (Palma er al., 1996). Cependant, chez A. man-
gium (Galiana et al., 1991a; Darus, 1991) I’enracinement est de
plus en plus difficile au fur et 2 mesure que 1’on utilise des explants
d’arbres dgés.

Organogenése in vitro

Contrairement 2 la micropropagation par bourgeonnement, 1’orga-
nogenése fait appel 2 un phénomene de dédifférenciation des tissus
cultivés (hypocotyles, cotylédons, etc.) phénomene qui est suivi, la
plupart du temps, par une phase de callogenése et de différenciation
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de novo de méristémes primaires. La propagation in vitro via I’or-
ganogenese se poursuit avec les mémes phases (multiplication des
bourgeons, enracinement des tiges néoformées, et acclimatation)
que la technique de micropropagation.

Pour la plupart des especes citées (tabl. 2), le milieu minéral de base
est celui de Murashige et Skoog (1962) additionné d’auxines et de
cytokinines. La phase de callogenese est obtenue sans difficulté ; par
contre, peu d’espéces présentent une organogenése orientée vers le
développement de bourgeons. Les seuls exemples cités sont obtenus
a partir d’explants treés jeuncs (apex de tigelle, cotylédons, hypoco-
tyles) et, de maniére exceptionnelle, a partir de phyllodes (Meyer et
van Staden, 1987). Parmi les difficultés rencontrées au cours de 1’éta-
blissement de la culture, on note la présence de polyphénols bruns
qui peuvent &tre, selon les espéces, rejetés dans le milieu de culture.
Pourtant, ’utilisation de PVP (polyvinyl pyrrolidone) n’améliore pas
la culture des cals d’A. nilotica (Mathur et Chandra, 1983).

L’absence ou le faible taux d’organogenése a partir de cals, chez les
especes d’Acacia d’intérét économique, constitue un facteur limi-
tant que les chercheurs doivent parvenir a surmonter, car cette étape

Espéce Explant Réstuiltat Références

A. nilotica jeunes tiges bourgeons et racines Mathur et Chandra, 1983

A. auricufiformis hypocatyles bourgeons et racines Ranga Rao et Prasad, 1991

adventifs sur cals

A. auriculiformis  cotylédons bourgeons adventifs Das et al,, 1993

et vitroplants

A. koa apex de tige bourgeons et racines Skolmen et Mapes, 1976

adventifs sur cals Skolmen, 1986

et plantes acclimatées

A. melanoxylon segments de tige bourgeons Meyer et van Staden, 1987

juvénile
et de phyllode

A. salicina hypocotyles, bourgeons sur cals Zhao et af., 1990

fragments de racines

I Tableau 2
Organogénése des acacias.
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constitue un préalable a la mise au point d’un systeme de transfor-
mation génétique.

Embryogenese somatique

Les embryons somatiques se développent directement sur I’explant
ou, le plus souvent, apres passage par une structure cal. En se déve-
loppant, ils donnent naissance a de jeunes plantules dont la varia-
bilité, induite par la phase de callogenése, peut étre maintenue dans
des limites strictes. Tous les embryons somatiques d’ Acacia ont été
obtenus a partir de tissus de graines ou de plantules (tabl. 3). La
réponse morphogénétique semble maximale a ce stade de dévelop-
pement et cette observation a également été constatée chez les
légumineuses ligneuses (Trigiano et al., 1992). Les embryons so-
matiques d’acacias ont été obtenus aprés une phase de callogenese.
La culture d’albumen d’A. nilotica a conduit a la formation d’em-
bryons somatiques triploides.

Espéce Explant Résultat Références
A. koa cal d’apex de tige embryons somatiques Skolmen, 1986
et d’hypocotyle
A. catechu cals de cotylédons embryons somatiques Rout et al,, 1995
et plantes acclimatées
A. nilotica albumen embryons somatiques Garg et al, 1996
I Tableau 3

Embryogenése somatique des acacias.

Les transformations génétiques

Les essais réalisés sur quatre especes d’Acacia (tabl. 4) ont été
effectués par la méthode de transformation la plus courante en uti-
lisant les propriétés d’une bactérie, du genre Agrobacterium, qui
effectue une transformation génétique naturelle des cellules végé-
tales qu’elle infecte.
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Espeéce Technique Resultat Reéférences
A. albida A. tumefaciens cals, bourgeons Galiana et al., 1992
A. mangium A. tumefaciens cals Galiana et al., 1992
A. crassicarpa A. tumefaciens cals Limanton et al., 1995
A, flava A. tumefaciens cals GUS + Bray et al., 1994
A. nilotica
I Tableau 4

Transformations génétiques des acacias.

Alors que plusieurs especes de 1égumineuses herbacées ont pu €tre
transformées par des souches désarmées d’Agrobacterium tumefa-
ciens (pois chiche, luzerne, tréfle, pois, stylosanthes, lotier, efc..) ou
par le canon a particules (arachide, soja, haricot), aucune étude ne
rapporte I’obtention de 1égumineuse ligneuse transgénique, exceptée
Robinia pseudoacacia, transformée par une souche sauvage d’A. rhi-
zogenes (Han er al., 1993). Les ligneux transgéniques sont encore
peu nombreux et on ne compte que quelques especes arborées fixa-
trices d’azote (Diouf er al.,, 1995; Le et al., 1996, Franche et al.,
1997).

Chez les acacias, des cals transformés non régénérants ont ét€ obtenus
chez A. flava inoculé avec des souches désarmées d’A. rumefaciens
(Bray et al., 1994). Chez A. crassicarpa, des inoculations avec les
souches désarmées LB4404 et EHA101 d’A. tumefaciens ont conduit
au transfert et 2 I'expression du géne de la B-glucuronidase sur des
plantes infectées entieres au niveau des points d’infection, tandis que
toutes les infections effectuées sur des explants isolés n’ont donné
aucun résultat (Galiana et al., résultats non publiés). Chez A. albida,
on ne connait pas de systéme d’organogenése. Des souches d’Agro-
bacterium tumefaciens sauvages bourgeonnantes ont alors €té utili-
sées suivant la stratégie mise au point par Brasileiro ef al. (1991). La
souche bourgeonnante Antib 12 d’Agrobacterium tumefaciens (ISV,
Gif-sur-Yvette), a ainsi permis d’initier des tumeurs sur les jeunes
tiges, a I’endroit méme de I’inoculation et d’induire des bourgeons a
quelque distance du point d’inoculation (Ahée et Duhoux, résultats
non publiés). Ces bourgeons ne sont pas transformés et donnent nais-
sance & des pousses; ce procédé constitue donc un nouveau systeme
de régénération in vitro pour cet arbre. Des essais de co-inoculation
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avec une souche d’A. tumefaciens désarmée n’ont pas permis de sélec-
tionner des pousses transformées. De la méme fagon, I’introduction
d’un vecteur binaire dans la souche bourgeonnante s’est révélée
infructueuse.

Les cultures de cellules isolées

La culture in vitro d’organes, de tissus ou de cellules isolées, per-
met, théoriquement, de s’affranchir des conditions climatiques de
culture d’un arbre et de contrdler, de fagon rigoureuse, la production
de métabolites secondaires. Il n’est donc pas étonnant de constater
que plusicurs auteurs se soient intéressés a ce probléme chez un des
acacias les plus importants pour la production de gomme, I'A. sene-
gal (tabl. 5). La gomme arabique, produite par A. senegal, posséde
en effet de nombreux usages domestiques et industriels et repré-
sente une des principales cultures d’exportation du Soudan
(Wickens, 1996). Les premieres suspensions cellulaires d’A. sere-
gal ont été induites a partir de cals obtenus de cambium de branches
(Hustache et al., 1986). A partir d’explants issus de 1’écorcage de
tiges d’Acacia cultivés en serre, Vogt ef al. (1991) ont pu sélection-

Espéce Explant Résultat Références
A. senegal cals d’écorce de tige variants somaclonaux Vogt et al., 1991
de 2 ans (accumulation d’amidon} Vogt et al., 1993
A. senegal suspensions cellulaires glycoprotéines Mollard et Joseleau,
arabinogalactanes 1991; 1994
gomme arabigue
A. senegal phloéme et tissus cals et suspensions Hustache et al., 1986
cambiaux cellulaires
A. verek suspensions cellulaires activité glucurosy! Liénart et al.,

transférase orthophosphate 1986, 1988

I Tableau 5
Cultures cellulaires des acacias.
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ner plusieurs lignées cellulaires représentant divers variants. Ces
variants ont pu é&tre caractérisés sur des critéres morphologique,
cytologique et biochimique (Vogt et al., 1991). Une étape significa-
tive a été franchie en 1994 par Mollard et Joseleau, lorsqu’ils ont
caractérisé dans le milieu de culture un complexe protéique-arabi-
nogalactane présentant plusieurs analogies structurales avec la
gomme arabique. La différence fondamentale étant liée a la partie
protéique du complexe, on peut supposer que des conditions de cul-
ture différentes pourraient conduire & des excrétions contenant un
épitope riche en hydroxyproline, comme c’est le cas dans la gomme
arabique. La poursuite de ces travaux devrait permettre d’identifier
les enzymes impliquées dans la voie de biosyntheése de 1’hydroxy-
proline dont I’élucidation est fondamentale pour tout travail d’amé-
lioration de la gomme arabique in planta.

Les symbioses experimentales
d’Acacia in vitro

Des vitroplants et des jeunes semis d’acacias sont régulierement
cultivés in vitro pour obtenir des nodules fixateurs d’azote et des
mycorhizes (tabl. 6). Le syst¢me racinaire des plantes est inoculé
avec des cultures pures de Rhizobium, de Bradyrhizobium ou de
champignons mycorhiziens. Deux types de culture ont été utilisés :
en conditions non axéniques, comme, par exemple, le dispositif des
tubes de culture de Gibson (Vincent, 1970) et en conditions axé-
niques, avec un dispositif dont le support racinaire est constitué de
fibres de polypropyléne (Galiana et al., 1990).

Les deux systemes permettent de faire des observations suivies dans
des conditions non destructives. De plus, ces systémes sont particu-
lierement judicieux, (1) pour étudier les premiers stades de Iinter-
action plantes-microorganismes; (2) pour étudier les spectres
d’héte des microorganismes associés; et enfin (3) pour sélectionner
précocement les génotypes de la plante hdte, par exemple chez
A. mangium (Galiana et al., 1991b).
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Espéce Symbiote Résuitat Rétérences

A. mangium Bradyrhizobium nodules efficients Galiana et al., 1980; 1991b

A. mangium Bradyrhizobium nodules Prin et Reddell, 1993

A. albida Bradyrhizobium nodules efficients Gassama, 1995
et Rhizobium

A. albida Glomus intraradius mycorhizes VA Diop et al., 1993
Glomus versiforme

A. nilotica Pisolithus, Laccaria ectomycorhize Natarajan, 1995

A. holosericea Bradyrhizobiurn, ectomycorhize nodule Ba et al.,, 1994
Pisolithus

A. spp Bradyrhizobium, nodules efficients Dreyfus et Dommergues,
Rhizobium 1981

I Tableau 6

Nodulation et mycorhization in vitro des acacias.

Les dispositifs étudiés permettent aux plantes de croitre en asepsie
totale ou partielle, tout en assurant un contrdle optimal des diffé-
rents facteurs (milieu nutritif, conditions de culture,...) indépen-
damment des variations environnementales. Ces dispositifs sont
efficaces pendant les premiers mois de I’'installation de la symbiose ;
au dela, la plante n’a plus un développement satisfaisant.

Conclusions

L’ensemble des travaux examinés dans cet article souligne a nou-
veau certains des caractéres frappants des végétaux ligneux : leur
faible aptitude générale a la régénération a partir de cals et, le plus
souvent, leur faible coefficient de multiplication, deux caractéres
qui ont rendu difficile pendant longtemps leur culture in vitro.
Cependant, au cours des dix derni¢res années, de nombreuses ten-
tatives ont été réalisées qui nous permettent aujourd’hui de dégager
les principales conclusions relatives a la culture in vitro des acacias.

Tout d’abord, les travaux de micropropagation répertoriés concernent
plus de 16 especes différentes. Chacune d’elles ayant ses propres exi-
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gences nutritives, on peut penser que cette dispersion sur des plantes
aussi variées est défavorable a la mise au point de protocoles appro-
fondis sur quelques plantes modeles. Aussi, on peut déplorer en par-
ticulier, I’absence de suivis au champ de vitroplants acclimatés. Nous
sommes loin des 250 000 eucalyptus micropropagés (Grattapaglia et
al., 1990) au champ en deux ans! Notons toutefois les résultats en-
courageants, confirmés par plusieurs groupes, chez un acacia de zone
humide, A. mangium, qui présente des taux de multiplication tres
intéressants, et chez une autre espece de zone séche, A. nilotica, ol
I’embryogenése somatique réussie semble une technique trés pro-
metteuse.

Les phénomenes d’organogengse sont rares et nous avons vi Com-
ment ils limitent la mise au point des techniques de transformation
par Agrobacterium. Nous avons vu que les conditions de culture in
vitro se prétent particuliérement bien & 1’étude des relations sym-
biotiques hdte-microorganisme. Dans ces conditions, I’interaction
précoce entre les deux partenaires peut €tre parfaitement contrlée
par les facteurs de I’environnement et des études diverses incluant &
la fois les aspects physiologiques, moléculaires et biochimiques,
abordés. Enfin, les travaux réalisés sur I’étude de la biosynthese des
produits exsudés par les cellules isolées d’A. senegal ont considéra-
blement progressé ces derniéres années. On peut espérer que I’ utili-
sation des techniques de culture in vitro permettra de préciser les
voies de biosynthése de la gomme en ouvrant ainsi de nombreuses
perspectives d’amélioration par la voie du génie génétique.
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