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Resume 

7lixus baccata communement appele l'if commun, regroupe les 
1 arbres connus par leur contenu en tax.an.es, particulierement le 

tax.al, agent anticancereux prometteur. L'etude de l'aptitude a la 
callogenese de Taxus baccata L. en vue d'optimiser la production du taxol 
a montre qu'apres deux mois de culture, les explants issus de pousses ont 
donne la meilleure induction (100%) avec une proliferation des cals de 
3,29 g de poids frais sur le milieu B5(M4) (lmg/l de 2,4-D + lmg/l de 
Kinetine + 0,5 mg/I de GA3). Quant aux explants foliaires, la meilleure 
induction (100%) est obtenue sur le milieu B5(M4). Par ailleurs, la 
meilleure croissance est obtenue sur le milieu B5(M1) (0, 75mg/l de 2,4-D 
+ 0,75mg/l de kinetine) avec de 0,133 g de poids frais des cals. L'etude 
comparative des deux types d'explants pour un fort pouvoir callogene a 
perm.is de choisir les pousses comme etant les explants les plus callogenes. 
Mots cles: Taxus baccata L., taxol, induction des cals, pouvoir 
callogene. 

INTRODUCTION 

Le genre Taxus, appartenant a la 
famille des Taxacees, constitue un 
petit groupe des gymnospermes 
extremement toxiques [ 1]. 11 est 
principalement present dans 
!'hemisphere Nord [2]. Toutefois, les 
especes de ce genre ont connu une 
importance particuliere ces dernieres 
annees du fait de leur contenu en taxol 
(paclitaxel), agent anticancereux 
prometteur [3]. Cependant, la 
demande de cet agent antineoplasique 
augmente approximativement chaque 
annee par 20% [ 4]. De plus le 
paclitaxel utilise en cliniques est 
extrait a partir des ecorces des arbres 
de Taxus, populations sous pression 
du a leur contenu plutot bas en 
paclitaxel. Ces especes sont en voie de 

disparition en Europe [3]. Ce ci 
souligne le besoin d'une source 
alternative de taxol tels que la culture 
cellulaire. Une telle culture permet 
d'eviter d'importantes variations 
climatiques, des risques induits par les 
agents pathogenes et elle est 
independante des conditions du sol 
[5]. Le passage par le stade de 
callogenese est une etape capitale et 
incontournable pour optimiser la 
production du taxol en suspension 
cellulaire. L'etude entreprise consiste 
a etudier la reaction des explants, 
l'effet de la composition minerale du 
milieu de culture et l'effet de l'apport 
des regulateurs de croissance sur 
!'aptitude a la callogenese de Taxus 
baccata L. provenant de pare national 
de Chrea (Algerie ). 
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MATERIEL ET METHODES 
1. Materiel vegetal 

Le materiel vegetal choisi est 
represente par des organes juveniles 
de l'annee, aiguilles et pousses de 
Taxus baccata L. La sterilisation se 
fait sur les pousses entieres. Ce n'est 
qu'a l'issue de la procedure que l'on 
sectionne les aiguilles a mettre en 
culture. Le materiel vegetal est rince 
a l'eau courante puis immerge 
successivement dans les solutions 
suivantes ; 1 min dans l'ethanol a 
70°, 5 mindans NaClO (13°) dilue a 
50%, 15 min sous agitation dans une 
solution de : Hi02 (lOV) plus 
quelques gouttes de TWEEN 20 a 1 
% v/v, et en fin rince 5 fois a 11eau 
distillee sterile en changeant l'eau a 
chaque rin~age pendant 15, 15, 10, 

Tableau 1 : Milieux de culture testes. 

Milieu de 
base 

MS 

10 et 5 minutes respectivement. Les 
aiguilles et les pousses desinfectees 
de 1 cm de long ont ere placees 
horizontalement sur le milieu de 
culture dans des tubes de 20 cm. 
L'incubation a eu lieu a l'obscurite a 
25 ± 2°C dans une chambre de 
culture. 

2. Milieux de culture 

Trois milieux de base ont ete utilises 
; le milieu de culture de 
MURASHIGE et SKOOG (MS) 
[6]., le milieu de GAMBORG (B5) 
[7] et le milieu de culture Woody 
Plant Medium (WPM) [8]. Achaque 
milieu de base, 100 mg/l de l'acide 
ascorbique, 20 g/l de sucrose, 7 g/l 
d'agar et 0,5 g/l de charbon actif ont 
eteajoute. 

Hormones de croissance 

BS Mo : temoin sans hormones 
WPM 

MS 
BS M1 = 0,75 mg/l de Kin + 0,75 mg/l de 2,4-D 
WPM 

MS 
BS M1 = 2 mg/l de 2,4-D 
WPM 

MS 
BS M3 = 2 mg/l de Kin 
WPM 

MS 

Les hormones de croissance testees 
sont ; l'acide 2,4-
dichlorophenoxyacetique (2,4-D)., 
la kinetine (Kin) et l'acide 
gibberellique 3 (GA3). Ces 
regulateurs de croissance sont 
apportes seuls ou combines entre 
eux a differentes doses dans les trois 
milieux de base (MS, B5 et WPM) 
soit au total 15 combinaisons 
tesrees. Les memes milieux sont 
testes pour les explants provenant 
de pousses et d'aiguilles a raison de 
30 explants pour chaque essai soit 
au total 450 pour chaque type 
d'explant (tableau 1 ). Les resultats 
ont ere traites par l'analyse ANOVA 
a un et a deux facteurs (ANOVA 
simple « one-way » et ANOVA 
factorielle « factorielANOVA » ). 

Milieu de 
culture 

MS(Mo) 
BS (Mo) 

WPM(Mo) 

MS(M1) 
BS (M1) 
WPM(M1) 

MS(M1) 
BS (M1) 
WPM(M2) 

MS(M3) 
BS (M3) 
WPM(M3) 

MS(Ma) 
BS M. = lmg/l de Kin+ lmg/l de 2,4-D + 0,5mg/l de GA3 BS (M.) 
WPM WPM(M4) 

Pour determiner la croissance mesuree en tant que poids frais, 25 a 30 cals developpes dans les milieux 
de culture testes ont ere peses separement sous les memes conditions, apres 60 jours de culture. 
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RESULTATS ET 
DISCUSSION 

Des cats a texture friable et lisse. 
Sont obtenus sur tous /es milieux de 
culture testes (B5, MS et WPM). Les 
milieux de base utilises B5 et WPM 
favorisent la formation de cals a 
coloration jaune pale pour les 
explants issus de pousses, compares 
au milieu MS qui donne des cals a 
aspect chlorophylliens. Quant aux 
explants foliaires, les cals ant une 
coloration verte pfile seulement sur 
le milieu B5. Les milieux de base 
MS et WPM donnent des cals de 
couleur jaune pfile. 

1. Effet de milieux de base sur 
['aptitude a la callogenese 

Le meilleur taux d'induction des 
cals a partir des exp/ants pousses 
(87%) est obtenue sur le milieu de 
base B5. Moins efficace mais 
neanmoins, des taux d'induction 
considerables obtenues sur les 
milieux de base MS et WPM avec 
un pourcentage respectivement de 
73% et 76%. Ces resultats sont 
proches a ceux obtenus pour 
l'espece Taxus chinensis avec 
83,S% sur le milieu BS et 82,S% 
sur le milieu MS [9]. Quant a 
l'espece Taxus cuspidata le milieu 
BS donne un taux d'induction tres 
faible de l'ordre de 15% [10]. 

Milieux de base; Weighted Means 

Current effect: F(2, 195)=94,368, p=0,0000 

Milieux de base 

Concernant la croissance des cals, 
un effet tres hautement significatif 
(P= 0,0000) des milieux de base 
testes (B5, MS et WPM) est 
obtenue. Le milieu BS favorise la 
plus forte proliferation cellulaire 
avec une moyenne de 2,0927 g 
compare aux milieux WPM et MS 
avec respectivement l ,342S g et 
1,0729 g (Fig. 1). Ces resultats sont 
conformes a ceux de 
WICKREMESINHE et ARTECA 
[11]. Par contre, les cals issus des 
pousses de Taxus brevifolia ne sont 
pas influences par la composition 
minerale de ces milieux [12]. Quant 
a Taxus baccata L. Washingtonii, le 
milieu BS est moins efficace que le 
milieu MS pour la croissance de leur 
cals [3]. 

WPM 

Figure 1 : Effet des milieux de base sw- la croissance des cals. 

Ainsi pour les explants foliaires, le 
milieu B5 s'est revele le plus 
favorable a !'induction avec un 
pourcentage de 69%. La 
proliferation cellulaire de ces cals 
est favorisee par /es milieux B5 
(122,64 mg de poids frais final) et 
WPM(81,22mgdepoidsfraisfinal) 
(Fig. 2). Ce/a pourrait etre dU a la 
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foible teneur en azote de ces deux 
milieux par rapport au MS. La 
composition des macroelements, 
particulierement l'azote, est plus 
forte pour le milieu MS avec 40 mM 
du nitrate et 20 mM d'ammonium. 
Le milieu B5 contient 2S mM du 
nitrate et 2 mM d'ammonium et le 
milieu WPM en contient beaucoup 

moins soit 10 mM du nitrate et 5 
mM d'ammonium [11]. Seton 
KETCHUM et al., [12], il y a une 
forte correlation entre la diminution 
de NJt+ et !'augmentation de la 
croissance des cals de T. brevifolia. 



Milieux de base; W eighted Means 

Current effect: F(2 , 153)=27 ,150, p=,00000 

Milieux de base 

Figure 2 : Effet des milieux de base sur la croissance des cals. 

2. Effet des hormones de 
croissance sur /'aptitude de la 
callogenese 

La mise en culture des explants sur 
un milieu depourvu d'hormones de 
croissance (M0), entraine une 
absence totale d'activire cellulaire. 
Par contre les cals de Taxus x media 
CV. Hicksii y ont ere stimules [ 13]. 
La kinetine seule dans le milieu 
d'induction M3 (2 mg/I de Kin) s'est 
revele inefficace a la callogenese 
quelque soit le type d'explant ou le 
milieu de base utilise (fig 3). Des 
resultats pareils obtenus pour Taxus 
baccata cv. Repandens, T. 
brevifolia, T. cuspidata, et T. x 
media cv. Hicksii ou la kinetine 
provoque des brfilures des explants 
[11]. L'apport de l'auxine 2,4-D seu1 
dans le milieu d'induction Mi(2 mg/I 

120% 
QI 
Ill 

•QI 
100% c: 

QI 
Cl 
.2 80% 

iii 
~ - 60% +---
"C ~ 
QI -Cl 40% +-----
ra -a; 20% +----

~ 0%0% 
5 0% +--- - .-
a.. MO 

de 2,4-D), se montre tres efficace a cytokinines est benefique s"".11' le 
!'induction des cals a partir des milieu M1 (0,75mg/1 de Kin + 
pousses, quelque soit le milieu de 0,75mg/l de 2,4-D). Pour les 
base utilise, avec un pourcentage de explants foliaires nous remarquons 
100%. Le 2,4-D est aussi la que ce demier est le plus stimu1anta 
meilleure source d'auxine pour la callogenese avec un pourcentage 
}'induction des cals de T. brevifolia de 95%. L'ajout de la gibberelline 
et T. baccata cv. Repandens [11]. La (GA3) dans le milieu M4 pour les 
concentration de 2 mg/l est memes explants (aiguilles) montre 
considerablement moins elevee que un taux plus faible d'induction ou 
celle rapportee pour les cals de nous enregistrons 59% tandis qu'il 
Taxus cuspidata ou la meilleure favorise significativement leur 
croissance est obtenue a une activite cellulaire. Quant aux 
concentration de 8 mg/1de2,4-D et explants issus de pousses, la 
1 mg/1 de kinetine [ 14]. Quant aux callogenese est nettement amelioree 
explants foliaires, la presence de 2 par l'addition de la GA3 ~ . la 
mg/1 du 2,4-D dans le milieu de kinetine et au 2,4-D dans le ?11heu 
cu1ture perm.et d'induire les cals M4 avec un taux de 97% (Fig. 3). 
avec un pourcentage de 48%. Cette L'effet synergiq~e... ent;e. ~es 
faible reponse peut etre interpreree regu1ateurs poumut etre a 1 ongme 
par une toxicite de l'hormone [15]. decetteamelioration [15]. 
L'apport des auxines et des 

M2 M3 M1 M4 

• Explants issus de pousses 

• Explants issus d'aiguilles 

MO (sans hormones) 

M1 (0,75 mg11Kln + 0,75 mgn 2,4-0) 

M2 (2 mgn 2.4-0 l 

M3 (2 mgll Kln) 

M4 (1 mgll Kin + 1 mgn 2,4-0 + 0,5 
mg/1GA3 

Figure 3 : E.ffet de /'apport des hormones sur le taux de la callogenese. 
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Un effet tres hautement 
significatif (p= 0,0000) des 
hormones de croissance testees sur 
le poids frais des cals issus de 
pousses est enregistre (Fig. 4). Les 
poids frais moyens des cals, sur les 
milieuxM2 (1,8982 g) etM4 (1,9115 

g), sont comparables (P=0,8992) 
(tableau 2). Nous deduisons alors 
que le 2,4-D, seul ou combine avec 
la kinetine et la GA3, a le meme 
effet sur l'intensite de proliferation 
decals issus de jeunes pousses apres 
60 jours de culture. La Kinetine a un 

Hormones de croissance, Weighted Means 

Current effect: F(2, 195)~.786, p=0.0000 

eff et inhibiteur significatif sur la 
croissance des cals (p=0,000009), 
en comparant le milieu M, (Kin + 
2,4-D), et le milieu M2 (2,4-D seul). 
Notons que le milieu M3 compose 
uniquement de la Kinetine a donne 
des resultats nuls. 

Ml ( Kin + 2 .4·0) M2 (2.4·0) M4 (Kin + 2 .4·0 + GAJ) 

Hormones de cro1ssance 

Figure 4 : Effet des hormones de croissance sur le poids frais des cals. 

Tableau 2 : Classification des moyennes des poids frais des cals. 

Newman-Keuls test; variable Poids frais des cals issus de pousses (g) 
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests 
Error: Between MS = ,35508, df = 195,00 

Cell No. Hormones de croissance (1) 
1,0695 

1 Ml (Kin+ 2-4D) 
2 M2 (2-4D) 0,000009 
3 M4(Kin + 2-4D +GA3) 0,000022 

Concemant les explants foliaires, 
l'analyse statistique (Fig. 5) met en 
evidence un effet tres significative 
(p=0,00459) des hormones de 
croissance testees sur la 
proliferation cellulaire de leurs cals. 
11 ressort que la presence de 2,4-D 
est necessaire pour le declen
chem en t de la callogenese 
contrairement a la kinetine. L'ajout 
de la GA3 augmente consi-
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derablement l'effet callogene du 
2,4-D sur les aiguilles avec 109,96 
mg de poids frais des cals apres 60 
jours de culture. 

Nous avons observe aussi une 
couleur rouge-marron des cals, que 
ce soit pendant l'initiation ou la 
subculture, et ce malgre l'addition 
des antioxydants. Ces brunis
sements sont apparus surtout sur les 
milieux dont la composition 

(2) (3) 
1,8982 1,9115 

0,000009 0,000022 

0,899250 
0,899250 

hormonale est 2 mg/I de 2,4-D. Le 
2,4-D est une hormone qui peut 
induire a la callogenese, mais peut 
avoir comme consequence le 
brunissement des cultures [9]. Des 
etudes recentes, attribuent ce 
brunissement aux concentrations 
elevees du sucrose et du glucose 
dans le milieu de culture [16]. 



Hormones de croissance; Weghted Means 

Current effect F(2 . 153)~.5780 , p=,00459 

13J ~-----~-----~~-----~-----~ 
~ 125 
~ 120 
iil 115 
2?-;; 110 
~ .§. 105 
~ ~ 100 
~~ 95 
.!II ·~ 00 
.; es 
~ 00 & 75 

70~-----~-----~~-----~-----~ 
Ml (K11 + 2,4-0) M2 (2,4·0) M4 (Kin + 2.4-0 + GA3) 

Hormones de croissance 

Figure 5 : Effet des hormones sur le poids frais des cals issus des aiguilles. 

3. Effet de /'interaction milieux de 
base/hormones de croissance 

Une interaction de milieu de base et 
de la composition hormonale est 
confirmee par une analyse 
factorielle (Fig. 6). Concernant les 
cals issus de pousses, le milieu de 
base B5 semble interagir 

positivement avec le 2,4-D seul ou 
associe avec la kinetine et la GA3, 
avec un taux d'induction de 100% 
(tableau 3.5) et une croissance de 
cals de 2,4386 g pour le milieu 
B5(M2) (2 mg/1de2,4-D) et 3,2858g 
pour le milieu B5(M4) (lmg/l de Kin 
+ 1 mg/1 de 2,4-D + 0,5 mg/1 de 
GA3). En revanche, !'interaction des 

M i eux de base*Hormones de croissance: Weighted Means 

Current effect: F(4 , 195)=10,200. p=.00000 

milieux de base MS et WPM avec 
les differentes combinaisons 
hormonales tesrees serait en baisse 
de la callogenese. Malgre que cette 
interaction soit favorable a 
!'induction des cals (100% pour 
MSCMz) et WPMCMz)) elle n'est pas 
suivie d'une proliferation cellulaire 
intense. 

4.5 ,------------..--------....---------. 

~ 4,0 

~ 3.5 

·; Ci 3,0 

~ i 2,5 

"'"' ~ ~ 2,0 
"'0 

·~ C2. 1,5 

~ 1,0 

;f 0 ,5 

~ ......... ... I 
~ ·i "' -~ --:--:. -~ ,..- ---------I 

,!>!. I. 

Ml (Kin +2,4-0) M2 (2 .4·0) M3 (Kin + 2,4-0 + GA'3) 

Hormones de croissance 

::E 65 
± MS 
± WPM 

Figure 6 : Effet d'interaction entre les milieux de base et les hormones. 

Une interaction negative est 
enregistree entre le milieu B5 et la 
composition hormonale M1 (Kin + 
2,4-D) en inhibant la callogenese. 
Le poids frais moyen des cals sur le 
milieu de base B5 sans tenir compte 
de l'effet d'hormone de croissance 
est de 2,0927 g (Fig. 7), alors que sur 

le milieu B5(M1) (l'effet des deux 
facteurs, milieu de base B5 et la 
combinaison hormonale M1) ce 
poids chutejusqu'a atteindre 1,4443 
g. 

La premiere manifestation des cals 
issus de pousses sur le milieu 
B5CMz) etait a partir du 13Wi• jour et 

sur le milieu B5(M4) au 15Wi• jour 
apres la mise en culture. La 
proliferation cellulaire sur le milieu 
B5CMz) est plus precoce que celle 
sur le milieu B5(M4) entre le 201mc et 
le 35Wi• jour(fig7). 
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Cependant, apres 65 jours de 
culture, les cals sur le milieu B5(M,.) 
ont un poids frais moyen superieur a 
celui des cals sur le B5(MJ. De plus, 
nous avons remarque que la plupart 

"' 
3,5 

n; 3 
(.) -
"'~ 2,5 
Q) "' "C Q) 

c:: "' 2 
Q) "' >- ;::, 
0 0 1,5 E c. 
"' Q) 1 
·- "C 
ns "' J:: ;::, 0,5 
"' "' "C .!!! 0 ·o 
a. 1 

Contrairement aux explants issus de 
pousses, les pourcentages 
d'induction des cals a partir des 
aiguilles sont moyens a nuls, ils 
oscillent entre 0% et 45%. 
Exception faite pour les milieux 
B5(M4), B5CMi), MS(M1) et B5(M1) 

avec respectivement 100%, 86%, 
77% et 70%. Quelque soit le milieu, 

des cals sur le milieuB5(MJ ont une 
couleur marron contrairement au 
milieu B5(M4) ou le brunissement 
etait negligeable. 11 serait done 
interessant d'induire les cals sur le 

20 35 50 

Figure 7 : Croissance des cals issus de pousses. 

l'activite callogene des explants 
foliaires ne se declenche qu'a partir 
du 30mic jour de culture et elle se 
limite au niveau des extremites 
sectionnees. Nous constatons une 
interaction positive entre le milieu 
de base B5 et les differentes 
compositions hormonales testees 
(Fig. 8). Cette interaction est en 

Mlieux de base"Hormones de croissance; Weighted Means 

Current effect: F(4, 153)=7 ,8962, p=.00001 

(/) 
Q) 

'O 

180 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

160 

~ 140 

. _... r ····· _ :·- --~I 
(/) 

120 

100 

jl\ ... ,,. 

.r 1:· .,..·.: ---~ -,; 
40 

60 

20 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

M1 (Kin +2,4-0) M4 (Kin +2,4-0 +GA3) 
M2 (2,4-0) 

Hormones de cro issance 

B5(M2) puis les transferer sur le 
B5(M4) apres 30 jours de culture 
pour avoirune bonne croissance. 

-+-85 (4) 

- 85(2) 

65 Temps (jours) 

faveur d'une callogenese dont le 
milieu B5(M1) presente le meilleur 
poids frais des cals estime a 
132,6727 mg apres 60 jours de 
culture. En revanche l'interaction du 
milieu MS est negative avec les 
compositions hormonales testees. 

± 85 (Gamborg) 
~ MS (Murashige et Skoog) 
I W PM 0/Voody Plant Medium) 

Figure 8 : Interaction entre les milieux de base et les hormones de croissance. 
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4. Injbuna u l'explant 

Les rcSsultats obtenns. revelent que 
les explants issus de pousses 
reagissent le mieux a la callogenese. 
Le pourcentage d'explants 
callog~es est de 790/o, compare aux 
explants foliaires qui ont de faibles 
capacites callogenes, dans les 
memes conditions de culture. 
estimeeaS1%. 

Une difference tres hautement 

significative (p=0,0000) entre les 
poids frais moyens des cals est 
enregistree (tableau 3). Les explants 
issus de pousses se caracterisent par 
une forte activite callog~e avec un 
poids frais moyen de cats estime a 
1,5682 g. Le declenchement est 
entrele 13...., etle21""" jourapresle 
repiquage selon le milieu de culture 
teste. Tandis que. les ex:plants 
foliaires se caractmsent par une 
activite cellulaire tardive ou 

!'apparition des cats n'est observee 
qu'a partir de 30 jours en se limitant 
au ni.veau des zones d'excisions 
(Fig. 9). Le poids frais final moyen 
decals est de o.0930 g. Des resultats 
concordants ont 6t6 obtenus par 
WICKREMESINHE et ARTECA 
(11] surlamemeesptce. Notons par 
ailleurs. qu'apres 60 jours de 
culture, ces cats stoppent leur 
croissance. 

Figure 9 : Aspect des cals apris 60 jours de culture. 

A : e:xplant i11111i de pousse B : cxplant fi.:>liaire. 

TablClllU 3 : Comparaison de poids his moyen des cals iss1JS de pousses et aiguilles 

Moyenne 
variable Pousses 
Poids frais des 

1.568 
cals(g) 

CONCLUSION 

Le milieu de GAMBORG (BS) 
semble e11e le plus favorable pour 
!'induction et la proliferation 
cellulaire et ce quelque soit le type 
d'ex.plant. L'apport des regulateurs 

T-tests; Grouping: E:xplant. 
Groupe 1: Pousses 
Groupe 2: Aiguilles 

Moyenne Valeur Degre de Effeci.i!N Effeci.i!N 
Aiguilles det h'"berte 

p 
Pousses Aiguilles 

0.093 20,340 364.0 0,000 204,0 162,0 

de croissance parait necessaire pour 
le declenchement de la callogenese. 
La composition hormonale M 1 

(0,75mg/l 2,~D et 0,75IJ:®'l kin) 
est la plus favorable ii }'induction 
des cals a partir des explants 
foliaires (95%). De plus la pnSsence 

de 2,4D est necessaire pom le 
declenchement de la callogenese 
cont:raire.mtnt a la kin~tine. L'ajout 
de la GA3 augmente l'effet 
callogene du 2,~D et de la kimttine 
sur les aiguilles en favorisant la 
proliferation cellulaire. 
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Quant aux explants provenant des 
pousses, les compositions 
honnonales M2 et M4 se sont 
revelees les plus favorables a 
!'induction avec un pourcentage 
respectivement de 100 et 97%. De 
plus, la combinaison de la GA3, du 
2,4-D et de la Kinetine a un effet 
synergique sur l'induction et la 
proliferation cellulaire. Par 

consequent, les milieux BS(MJ et 
BS~) se sont reveles les plus 
favorables pour l'induction et la 
croissance des cals provenant des 
pousses. Les explants issus de 
pousses ont un fort pouvoir 
callogene que les explants foliaires 
et ce quelque soit le milieu teste. 
Malgre les precautions prises 
notamment, la manipulation sur de 
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