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RESUME

Ocimumgratissimumet Ocimumbasilicumsont des plantes aromatiques et médicinales ¢mridle
des Lamiacées dont les utilisations sont nombredars la thérapie traditionnelle et dans 'aliméata Ces
deux espéces @cimumfont objet d’une utilisation intensive si bien gutertaines périodes de I'année elles
ne sont plus disponibles. Il existe des contraimakiples et variées qui entravent la bonne prodité de ces
deux espéeces @cimumpar les méthodes traditionnelles de production isgrar graines, multiplication
végétative). Il est alors nécessaire de dévelodpsrstratégies de production a grande échelle ssi ade
conservation de ces ressources phytogénétiquest @esquoi la présente étude a pour objectif généra
d’améliorer I'organogeneése par la cultimevitro d’Ocimum basilicumet dOcimum gratissimurrcultivées au
Bénin Des explants uninodaux des deux espéeces sont ensésnsur le milieu de culture contenant 1 mg/L
de Benzyl Amino Purine (BAP) en combinaison avec;d,%t 2 mg/L d’Acide Naphtaléne Acétique (ANA).
Le nombre d’explants régénérés, le nombre de psuks@ombre de nceuds et le nombre de feuilleséesm
sont déterminés aprés quatre semaines de cult@®. résultats indiquent qu’il y a un fort taux de
régénérescence et un bon développement des orgéness sur le milieu contenant 1 mg/L d’ANA pées
deux espéces étudiées. Les nombres moyens maxaeupousses (0,2 pour OB et 0,89 pour OG) sont
observés sur le milieu MS avec 1 mg/L d’ANA et 1/inde BAP. Cette étude révele une bonne aptitwde p
la régénération et le développement végétatif dasx d espéces @cimum étudiées en l'occurrence pour
I'especeOcimum gratissimumet ouvre ainsi la voie pour la poursuite dasdux en culturén vitro de ces
derniéres.
© 2012 International Formulae Group. All rights mrged.
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INTRODUCTION essentielles, elles sont utilisées par les
Le genre Ocimum appartient a la populations pour les soins primaires. Elles
famille des Lamiacées (Adjanohoun et al., sont utilisées comme insecticide pour se
1989 ; Aidam, 2005) et fait partie du groupe protéger des piqlres de moustique d’'une part,
des plantes aromatiques et médicinales et d'autre part semblent efficaces a tous les
(Franchome, 1990). Gréace a leurs huiles stades de développement des ravageurs. Ces
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plantes regorgent donc une forte potentialité
économique pour une nation lorsqu’elles sont
valorisées.

De nos jours, il existe des contraintes
multiples et variées, surtout les changements
climatiques, qui entravent la bonne
productivité de ces deux espece©dmum
par les méthodes traditionnelles de production
(semis par graines, multiplication végétative).
L’'accroissement démographique de la
population  mondiale entraine  un
accroissement de la production des céréales de
base et fait oublier les espéeces de plantes qui
ne sont pas régulierement utilisées dans le
quotidien de I'Homme (Pimentel, 2004).

phytohormones qui interviennent dans le
développement de [I'organogenése des
explants ensemencés sur milieu artificiel sont
les auxines et les cytokinines.

Aidam (2005) a révélé que la reprise
des activités morphogénétiques ne dépend pas
seulement des conditions trophiques mais
également des balances hormonales. Par
ailleurs, Roy et Sarkar (1991), Rout et al.
(2000) et Velcheva et al. (2006nt indiqué
que la présence d'auxine et de cytokinine est
nécessaire pour la prolifération des jeunes
pousses ou plantules.

La présente étude a pour objectif
d’'améliorer, par [lutilisation combinée

Parmi ces especes négligées, il y a les especesd’Acide Naphtalene Acétiqgue (ANA) et de

du genreOcimumdont Ocimumbasilicum et
Ocimum gratissimumaqui sont beaucoup
utilisées dans la thérapie traditionnelle et dans
lalimentation au Bénin.  L'utilisation
intensive dont font objet ces deux especes
peut, entre autre, expliquer la forte pression
anthropique exercée sur elles si bien qu'a
certaines périodes de l'année, elles ne sont
plus disponibles dans les différentes zones
agro-écologiques de leurs cultures
(Ahanhanzo et al., 2009). Cette forte pression
anthropique constitue sans doute, une grave
menace d’extinction des ressources génétiques
de ces deux espéces. Il convient ainsi de
développer des stratégies de production a
grande échelle et aussi de conservation de ces
ressources phytogénétiques.

Les techniques classiques de la
multiplication végétative des individus les
plus productifs, théoriguement susceptibles de
donner un nombre illimité de pieds a partir
d'une seule plante, n'existe pas de facon
naturelle. Depuis quelques années, cette
multiplication est obtenue a partir des
techniques modernes de la biotechnologie
végétale dont la culturen vitro (culture
cellulaire des tissus végétaux). Ainsi, en un an
a partir de cette culturén vitro, on peut
obtenir des millions de jeunes plants issus de
la méme plante meére. La cultuire vitro fait
appel a [lutilisation des régulateurs de

Benzyl Amino  Purine  (BAP), la
régénérescence et le développement végétatif
d’Ocimum basilicum et  d’Ocimum
gratissimunrcultivées au Bénin.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de
deux espéces @cimuma savoir :Ocimum
basilicum et  Ocimum gratissimum
L'authenticité botanique des échantillons
étudiés a été effectuée a I'Herbier National du
Bénin (HNB) et ont été identifiés sous les
numéros  AA6436/HNB  pour Ocimum
basilicumL. et AA6437/HNB pourOcimum
gratissimumL. de la famille ded.amiaceae
Les explants qui sont des segments uninodaux
des tiges des deux especes ont été prélevés
dans la serre du Laboratoire de Génétique et
des Biotechnologiesde la Faculté des
Sciences et Techniques (FAST) de
I'Université d’Abomey-Calavi (UAC).

Méthodes
Préparation du matériel végétal

Les plantes méres ont été obtenues a
partir des graines ensemencées dans des pots
en polyéthyleéne remplis de terreau et disposés
dans la serre du Laboratoire de Génétique de
la Faculté des Sciences et Techniques (FAST)
a I'Université d’Abomey-Calavi (UAC). Les

croissance encore appelés phytohormones ou pots ont été traités avec du carbodan en
hormones végétales. Les deux principales granulés trois jours avant semis, et les
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microorganismes du sol a la dose de 4 g par
pot. Les plantules ont été traitées avec du
PACHA combiné a un fongicide (Topsin-M)

un mMois au moins aprés semis, les insectes a la

dose de 2 ml d'insecticide et 4 g de fongicide
par litre d'eau. Le terreau a été arrosé de
maniére a maintenir une humidité suffisante
pour la germination des graines. Les plantules
issues de la germination ont été entretenues

dans la serre jusqu'au prélevement des
explants (fragments de tiges). Les
prélevements des  explants pour

I'établissement des culturéa vitro ont été
effectués 45 jours aprés semis p@gimum
basilicum et Ocimum gratissimum La
méthode utilisée pour le prétraitement des
explants est celle décrite par Malaurie et al.
(1995), Doukouré (2000), Ahanhanzo et al.
(2003) et Aidam (2005). Les fragments de

tiges prélevés ont été débarrassés de leurs

feuilles, rincés a l'eau distillée stérile puis
immergés dans l'alcool éthylique a 70°
pendant cing minutes. Ensuite, ils ont été
trempés dans des solutions d’hypochlorite de
sodium (10%) contenant quelques gouttes de
Tween 20 pendant quinze minutes. lls ont
ensuite été rincés trois fois a I'eau distillée
stérile. Aprés I'élimination d'eau par dépobt
des explants sur du papier buvard stérile, les
explants, morcelés a noeud unique d’environ
1,5 cm de longueur, ont été aseptiquement
déposés sur le milieu de base MS (solution
minérale de Murashige et Skoog, 1962). Les
tubes, contenant chacun un explant ont été
fermés par un couvercle en plastique et scellés
avec du film transparent. Toutes ces

particulier pour la néoformation des
bourgeons. De plus, la morphogenése est
influencée, dés l'initiation d’'une culture, par
la composition et la concentration en sels
minéraux du milieu de base. Il est
généralement composé d'eau distillée stérile,
de macro et de micro éléments (sels
minéraux), de vitamines, de sucre et de I'agar.
Pour atteindre [I'objectif du présent
travail, il a été ajouté simultanément au milieu
MS deux phytohormones ('ANA et la BAP) a
différentes  concentrations  suivant les
combinaisons ci-aprés : ANA (0,5 mg/L) et
BAP (1 mg/L) ; ANA (1 mg/L) et BAP (1
mg/L) ; ANA (2 mg/L) et BAP (1 mg/L). Ce
choix a été motivé par les travaux antérieurs
qui ont révélé qu'il existe une forte co-relation
entre le rapport auxine/cytokinine dans les
milieux et la formation des pousses. Il a été
prouvé qu'en synergie avec les cytokinines,
'auxine participe a la néoformation des
bourgeons. Des auteurs ont travaillé
séparément sur ces deux espéeceé3cidhum
en utlisant des combinaisons hormonales
similaires mais pas a des concentrations
identiques a celles proposées ici.

La conception expérimentale utilisée
est aléatoire et chaque traitement est constitué
de différentes concentrations d’ANA (0,5; 1;
2 mg/L) en combinaison avec 1 mg/L de BAP.
Chaque combinaison correspondant a un
traitement est composée de trois (03)
répétitions. Chaque répétition comporte 18
tubes.

Parameétres d'évaluation du développement

opérations se sont déroulées sous une hotte & Parametres de régénérescence

flux laminaire horizontale de marque

Aprés chaque ensemencement, les

FASTER. Ces tubes ont été entreposés dans parameétres relatifs au débourrement et a la

une salle de culture (vitrotheque) a une
température moyenne 27 °C +1 °C avec une
intensité lumineuse de 6000 lux. L’humidité
relative est de 80% et la photopériode est de
12 heures de lumiere par jour.
Milieux de culture in vitro

Le milieu de base utilisé est celui de
Murashige et Skoog (MS) (1962). Ce milieu
MS s’est révélé étre plus performant pour le
déclenchement de [I'organogenése, en
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régénération ont été évalués. Ainsi, le nombre
d'explants ayant débourré et ceux ayant
régénéré ont été comptés.
Parametres de croissance

Le comptage du nombre de pousses, de
nceuds et de feuilles ouvertes sur chaque
vitroplant pourOcimum basilicunet Ocimum
gratissimuma été réalisé aprés quatre (04)
semaines de collecte de données a travers les
observations et enregistrements dans la salle
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de culture ol ont été déposés les tubes
ensemences.

Méthode d’analyse statistique

Pour les analyses statistiques des résultats, le
logiciel SAT-ICF (1997) a été utilisé. Ainsi, le
calcul des moyennes a été fait et le test de
Student Newman et Keuls au seuil de 5% a
servi au classement des moyennes.

RESULTATS

Effet des différentes concentrations d’ANA
associées a la BAP sur le débourrement et
la régénérescence

Le Tableau 1 présente le nombre

élevé chezOcimum gratissimumque chez
Ocimum basilicum
Effet des différentes concentrations d’ANA
associées a la BAP sur la formation des
pousses

A la fin des 4 semaines, la plus forte
valeur moyenne (0,89) du nombre de pousses
pour Ocimum gratissimunest obtenuesur le
milieu contenant 1 mg/L d’ANA et sa valeur
la plus faible (0,51) sur le milieu ayant 0,5
mg/L. L’espéceOcimum basilicuna obtenu
sa forte valeur moyenne (0,2) sur les milieux
contenant 1 mg/L et 2 mg/L d’ANAPar
contre, sa plus faible valeur moyenne (0,07)
est obtenue sur le milieu contenant 0,5 mg/L

moyen de débourrement et de régénérescence d’ANA. Statistiquement, il y a une différence

pour les deux especesatimumétudiées.

Pour le débourrement, le milieu
contenant 1 mg/L d’ANA a donné le nombre
moyen le plus élevé (0,65) poudcimum
basilicumalors que le nombre moyen le plus
faible (0,07) est obtenu sur le milieu contenant
0,5 mg/L d’ANA. Par contre, les trois milieux
de culture ont produit le méme nombre moyen
de débourrement che@cimum gratissimum
(100% de débourrement). Statistiquement, il
existe une différence hautement significative
au seuil de 0,1% entre les trois milieux pour
O. basilicum tandis que pou®. gratissimum
il n'existe aucune différence significative au
seuil de 5%.

Pour la régénérescence, le Tableau 1
révele que chez l'espéc®. basilicum le
nombre moyen le plus faible (0,07) est obtenu
sur le milieu contenant 0,5 mg/L d’ANA alors
que le nombre moyen le plus élevé (0,38) est
issu du milieu contenant 2 mg/L d’ANA. Par
contre, pourO. gratissimum,la plus forte
valeur moyenne de régénérescence (0,68) est
obtenue sur le milieu contenant 1 mg/L
d’ANA et la plus faible (0,25) par celui ayant
0,5 mg/L d’ANA. Ces résultats montrent
statistiquement qu'il y a une différence
significative au seuil de 5% entre les trois
milieux chez les deux especesOdimum
étudiées.

Les expériences réalisées dans le cadre
du présent travail ont montré que le nombre
moyen de régénérescence est toujours plus
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significative au seuil de 5% entre les trois
milieux. Ce qui prouve l'existence d'une
interaction entre les génotypes et les
régulateurs de croissance surtout I'ANA
(Figures 1, 2 et 3).
Effet des différentes concentrations d’ANA
associées a la BAP sur la formation des
nceuds

A la fin des 4 semaines, la plus forte
valeur moyenne (3,50) du nombre de noeuds
pour Ocimum gratissimunest obtenuesur le
milieu contenant 1 mg/L d’ANA et sa valeur
la plus faible (1,26) sur le milieu ayant 2
mg/L. L'espéceOcimum basilicuna obtenu
sa forte valeur moyenne (0,16) sur le milieu
contenant 1 mg/L d’ANAPar contre, sa plus
faible valeur moyenne (0,07) est obtenue sur
les milieux contenant 0,5 mg/L et 2 mg/L
d’ANA. Statistiquement, il y a une différence
significative au seuil de 5% entre les trois
milieux pour I'especeOcimum gratissimum
mais elle n'en existe pas au niveau de
Ocimum basilicum 1l en résulte qu'il
existerait une interaction entre les génotypes
de I'especeagratissimumet les régulateurs de
croissance utilisés (Figures 4, 5 et 6).
Effet des différentes concentrations d’ANA
associées a la BAP sur la formation des
feuilles

A la fin des 4 semaines, la plus forte
valeur moyenne (3,06) du nombre de feuilles
pour Ocimum gratissimunest obtenuesur le
milieu contenant 1 mg/L d’ANA et sa valeur
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la plus faible (1,84) sur le milieu ayant 0,5
mg/L. L’espéceOcimum basilicuna obtenu
sa forte valeur moyenne (1,05) sur le milieu
contenant 1 mg/L d’ANAPar contre, sa plus
faible valeur moyenne (0,51) est obtenue par
le milieu contenant 0,5 mg/L d’ANA.
Statistiquement, il y a une différence

significative au seuil de 5% entre les trois
milieux pour Ocimum gratissimum ce qui
n'est pas le cas chez I'espéd@cimum
basilicum Ces résultats prouvent I'existence
d'une interaction entre les génotypes de
I'espéce gratissimum et les régulateurs de
croissance surtout I’ANA (Figures 7, 8 et 9).
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Figure 1: Effet des différentes concentration: Figure 2: Effet des différentes concentrations
d’ANA associées a la BAP sur les pousse d'’ANA associéesa la BAP sur les pousse

d’'Ocimum basilicum(OB).T1 = 0,5 mg/L; T2 =1
mg/L ; T3 =2 mg/L

d’'Ocimum gratissimum(OG).T1 = 0,5 mg/L ; T2 =
1mg/L; T3 =2mg/L
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Figure 3: Comparaison du nombre moyen de pousd&@cimum basilicum(OB) et d’Ocimum

gratissimumOG).
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Figure 4: Effet des différentes concentrations d’ANA assogigda BAP sur les nceud¥Odimum
gratissimum(OG).T1=0,5mg/L; T2 =1 mg/L ; T3 =2 mg/L.
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Figure 5: Effet des différentes concentrations d’ANA asscgi€ée la BAP sur les nceuds
d’'Ocimum basilicun(OB).T1=0,5mg/L ; T2=1mg/L ; T3 =2 mg/L.
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Figure 6: Comparaison du nombre moyen de ncedd@3cimum basilicum(OB) et d’'Ocimum
gratissimum(OG).
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Figure 7: Effet des différentes concentrations  d’ANA aséesi a la BAP sur les feuille
d’'Ocimum basilicum(OB).T1=0,5mg/L; T2=1mg/L; T3=2mg/L
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Figure 8: Effet des différentes concentrations

d’ANA aséesi a la BAP sur les feuille
d’'Ocimum gratissimunfOG).T1=0,5mg/L; T2=1mg/L; T3= 2 mg /L.
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Figure 9: Comparaison du nombre moyen de feuitl&cimum basilicum

(OB) etd’Ocimum gratissimunfOG).
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Tableau 1: Comparaison de I'effet des différentes concemratid’ ANA associées a la BAP sur
des parametres de deux espé&t@ximum Sp@aprés 4 semaines de culture.

Especes Traitements Nbre moyen Nbre moyen  Nbre moyen Nbre Nbre moyen
débourrement Régénéres- pousses moyen Feuilles
cence noeuds
ANA
Ocimum 1 (0,5 mg/L) 0,07 +0c 0,07 £ 0b 0,20 £ 0a 0,00at 0,50 £ 0,1a
Basilicum 2 (1 mg/L) 0,65 +0a 0,27 + 0ab 0,20 +0a 0,1&+0 1,05+0,3a
3 (2 mg/L) 0,42 +0,1b 0,38 £ 0a 0,07 £ 0b 0,00at 0,97 £0a
Moyenne - 0,23 +0B 0,18+0B 0,13+ 0B 0,10B0 0,83+0,1B
Probabilité - < 0,000%** 0,013* 0,04* 0,16 ns 0,17 ns
CV% - 17 16 37 27 38
v v v v v v v
Ocimum 1 (0,5 mg/L) 1,0+ 0a 0,25+0,1b 0,8910,1a 1,6L3b 1,84 +0,2b
Gratissimum 2 (1 mg/L) 1,0 +0a 0,68 +0a 0,72+0ab 3,48 +1,2a3,06 £ 0,3a
3 (2 mg/L) 1,0+ 0a 0,41 £ 0ab 0,51+0,2ab 1,266b0, 2,37 +0ab
Moyenne - 0,93+0A 0,35+0 A 0,61+0,1 A 21065A 243+0,23A
Robabilité - 0,009** 0,015* 0,03* 0,19 ns 0,03*
CV% - 8 25 46 46 16

La concentration de la BAP est fixe : elle est dadlL. Les moyennes suivies de la méme lettre nesas statistiquement
différentes au seuil de 5%. *: différence sigrafive au seuil de 5% ; ns : différence non sigatfie au seuil de 5% ;
**  différence significative au seuil de 1% ; **différence significative au seuil de 0,1%.

pousses, feuilles) chez ces dernieres en
I'occurrence I'espéceOcimum gratissimum.
basilicumet d’'Ocimum gratissimuméalisée a Ce résultat confirme d'une part les travaux
partir de segments uninodaux de tiges montre réalisés par Aidam en 2005 sfcimum
gue la reprise des activités morphogénétiques gratissimumet d’autre part ceux de Jacoboni
ne dépend pas seulement des conditions (1989) et Rugini (1984) qui ont rapporté que

DISCUSSION
L’initiation in vitro d’Ocimum

trophiques mais également des balances
hormonales dudit milieu. En effet, I'obtention

'’ANA a 1 g/L est la plus efficace des auxines
sur le développement des microboutures. De

des explants ayant débourré et régénéré est méme, les résultats obtenus par Montcho
variable d’'une espéce a une autre suivant les (2004) sur différents génotypes Déoscorea

différentes concentrations d’ANA (0,5 mg/L ;
1 mg/L; 2 mg/L) associées a la BAP (1
mg/L). Les parametres inhérents a la

et ceux réalisés par Darvari et al. (2010) sur
des cultivars deMusa spp ont montré la
supériorité de la Benzyladénine par rapport

régénérescence sont entre autre : les pousses,aux autres cytokinines.

les nceuds et les feuilles. Ces trois parametres

ont trait a la formation des tiges.
Au regard des résultats obtenus, il

ressort qu'apreés quatre semaines de culture, le

milieu contenant 1 mg/L d’ANA a permis un
meilleur débourrement des explants primaires
chez toutes les deux espéces @eimum
étudiées Qcimum  basilicumet Ocimum
gratissimum et a facilité la formation et le

développement des parties aériennes (nceuds, nos travaux.
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Les travaux antérieurs et plus
précisément ceux de Aidam (2005) ont montré
que 'ANA et la BAP ont un effet stimulateur
de la néoformation des bourgeons chez les
explants primaires @cimum surtout sur
ceux dO. gratissimumLe réle prépondérant
des hormones dans [l'orientation de
I'organogenése chdZcimum gratissimurra
été mis en exergue par cet auteur ainsi que par
L’ANA considéré comme une
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auxine relativement forte, agit dans une large
gamme de concentrations et se montre
efficace a faible dose sur la caulogénése
(Verron et al.,, 1995 ; Mezetti et al., 1997 ;
Mehra-Palta et al., 1998). Ainsi, bien que
I’ANA soit connu pour son réle activateur sur
la rhizogenese (Gyulai et al., 1995 ; Quashie
et al, 1997), cette hormone a un effet
stimulateur de la caulogenése chez les
explants primaires @cimumcités par Aidam
(2005). Par ailleurs, a l'instar de nos résultats
obtenus surtout sur les pousses, Rout et al.
(2000) ont observé que l'ajustement des
niveaux d'auxines et de cytokinines exogenes
ou de synthése joue un rdle important sur
I'induction et le développement des pousses et
affecte sérieusement la morphogénése. Des
résultats similaires sont obtenus par
Kalimuthu et al. (2007) sur le bananier par
emploi de diverses combinaisons d’ANA et de
BAP. Selon ces auteurs, I'équilibre des
régulateurs de croissance dans les milieux
d’'induction des pousses a un effet de contrdle
sur le processus de la morphogéneése.

Plusieurs auteurs ont observé une
corrélation  forte  entre le  rapport
d'auxine/cytokinine dans les milieux de
culture et la formation de pousses en utilisant
différentes sources d’explants et génotypes
(Pattnaik et Chand, 1996; Singh et Sehgal,
1999; Shahzad et Siddiqui, 2000). Phippen et
Simon (2000) ont employé de fortes
concentrations de cytokinine pour stimuler
avec succes l'organogenese du basilic.
L’équilibre des régulateurs de croissance dans
les milieux de culture d'induction de pousses
a eu un effet de contréle sur le processus
morphogéne. Les travaux antérieurs ont
convenu que l'ajustement des niveaux
exogenes d'auxines et de cytokinines joue un
rble important sur linduction et le
développement de pousses, et a
rigoureusement un effet stimulateur de la
morphogéneése (Rout et.,&000).

Ces actions ne résultent pas d'un
facteur exogéne di a l'application de ces
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hormones, mais a une interaction synergique
avec des hormones préexistantes. La présente
étude a pour intérét de montrer que le rapport
auxine sur cytokinine pourrait permettre
d'améliorer le développement végétatif
d’Ocimum basilicum et d'Ocimum
gratissimumpuis de faire également ressortir
gue l'efficacité des régulateurs de croissance
dépend de I'espéce, du cultivar ou méme de la
lignée utilisée.

Conclusion

Cette étude a porté sur l'effet des
différentes concentrations de I'’ANA associées
a la BAP sur la régénération et le
développement végétatif @cimum basilicum
et dOcimum gratissimuntultivées au Bénin.
Aprésquatre semaines de culture, les résultats
ont révélé qu’il existe une différence
significative entre les deux espéce®dmum
a I'égard des différentes combinaisons
hormonales. Les résultats indiquent qu'il y a
un fort taux de régénérescence et un bon
développement des organes aériens sur le
milieu contenant 1 mg/L d’ANA pour les
deux espéces étudiées. Par rapport a I'espece
O. basilicum(0,2), I'espéceD. gratissimuma
produit plus de pousses (0,89). Chéz
gratissimum le nombre moyen de nceuds est
proportionnel a la concentration en ANA. Par
contre, chezO. basilicum le plus faible

nombre moyen de nceuds est obtenu sur le
milieu contenant 2 mg/L  d’ANA.
Comparativement a O. basilicum O.

gratissimuma eu le nombre moyen de feuilles
le plus élevé au niveau des trois milieux
étudiés.
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