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PHYSIOLOGIE VEGETALE. — Colonies cellulaires et formes embrygides obtenues
in vitro & partir de cultures d’embryons de Palmier a huile (Elaeis guineensis
Jacq. var. dura Becc.). Note (*) de M. Henri Rabéchault, M™® Jeanne Ahée
et M. Gilbert Guénin, présentée par M. Lucien Plantefol.

Sous Pinfluence de 1’acide 2,4 dichlorophénoxyacétique et de la kinétine, puis de I'acide § indolyl
acétique associé a 1’acide ascorbique, les embryons de Palmier 4 huile produisent des cals puis des
nodules. Ces derniers verdissent a la lumiére et ils émettent des racines. A partir d’un nodule on
peut obtenir une colonie de nodules de méme forme et qui présentent les mémes caractéres de déve-
loppement que des embryoides.

L’obtention in vitro de cultures de tissus de Monocotylédones est signalée moins
fréquemment dans la littérature que celle de tissus de Dicotylédones (*). Ce sont sur-
tout les cultures de tissus des Graminées qui ont fait 'objet des plus nombreux tra-

. vaux : citons ceux de Trione et coll. (*°) sur le Blé, ceux de Graebe et coll. (*) sur |
le Mais et surtout ceux des physiologistes japonais sur le Riz [Maeda (°), Yamada -
et coll. (1), Yatazawa et coll. (*?)]. :

Sans doute les cultures de tissus de Palmier ont-clles éte rarement tentees.
C’est la raison pour laquelle il nous a semblé intéressant de donner ici un bref
compte rendu de nos recherches sur la culture de tissus de Palmier 3 huile, menées
parallglement & celles que nous poursuivons sur la culture in vitro des embryons.
Les premiéres expériences ont été réalisées en 1966 a la suite de ’observation de la
formation de cals & la surface des embryons se développant sur des milieux renfer-
mant de Pacide 1ndoly1 acétique ou AIA (7) ou de l’ac1de 2,4 dlchlorophenoxyace-
tique ou 2.4-D.

MATERIEL ET METHODES. — Les eﬁbrydns ont ét¢ extraits de graines provenant
de la Station IRHO de La M¢é (Céte-d’Ivoire). Nous. avons effectué cing séries
d’expériences : lés deux premilres portaient sur les embryons de graines Agées
(8 mois apres la récolte) et les trois autres sur les embryons de graines fraiches
(1-2 mois aprés la récolte). L'extraction aseptique des embryons a été effectuée
selon des, techniques décrites précédemment () & partir de graines amenées par
trempage 4 21,5 % d’eau par rapport A la matiére séche (). Ils ont été cultivés sur
des milieux gélosés (9°/o, de Bacto-Agar Difco) ou en suspension dans des milieux
liquides distribués dans des matras de 150 ml. Afin de permettre la respiration et un
brassage énergique des embryons en milieux liquides, nous avons provoqué une °
aération forcée a I'aide d’un barbotage d’air stérilisé par ﬁltratlon et amené au fond
du liquide par.un tube capillaire. :

Il y avait 24 embryons par traitement en milieux gélosés ou 10 embryons par
matras et 3 matras par traitement pour les expériences en milieux liquides.

Pour favoriser la dédifférenciation des tissus, diverses substances stimulant la
division cellulaire (lait de coco, AlIA, 2.4-D, kmetlne, etc.) ont été ajoutées, seules
ou en mélange, & un milieu de base renfermant des elements minéraux selon Heller A
et du saccharose 2 20 /0. Finalement le nnheu le plus favorable avalt 1a composi-
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tion suivante pour 1000 ml: éléments minéraux selon Heller, saccharose 20 g,
2.4-D 1.107°, kinétine 0,5 3 1.10%, hydrolysat de caséine 200.10~ % et lait de coco
100 ml Ce dernier peut &tre remplacé par le mélange : glycine 20.10°, acide nicoti-
nique 5.1075, pyridoxine HCl 5.10~¢, thiamine 1.1079, cystéine 2.10~%, adénine
HCI 10.107%, pantothénate de calcium 5.107%'et mésoinositol 200.1076.

RESULTATS: — A. Dans les deux premiéres. séries d’expériences, effectudes a
I’aide d’embryons de graines de 8 mois, 'haustorium a eu tendance 3 brunir surtout
sur les milieux géloses, et le parenchyme interne est mort puis s’est désagrégé. Le
lait de coco a eu un effet bénéfique en limitant le brunissement et en stimulant
Paugmentation du volume des tissus, tandis que la kinétine a provoqué des craque-
lures transversales de I'haustorium et méme des sections plus ou moins profondes
allant jusqu’a la séparation de I'embryon en deux parties. , ’

Lorsqu’au milieu de base nous avons ajouté du lait de coco (100 9/,,) et de la
kinétine (1.1079), les embryons ont poursuivi leur développement normal en jeunes
plantes. Les milieux les plus favorables & une dédifférenciation des tissus renfer-
maient, en plus du milieu de base, du lait de coco, du 2.4-D, de la kinétine et de
Ihydrolysat de caséine.

B. Avec les embryons de graines fraiches, la kinétine n’a pas eu les mémes effets
que précédemment. Elle a stimulé 'augmentation du volume et la dédifférenciation
des tissus. De méme, le lait de coco ici n’était plus indispensable et il a pu étre
remplacé par un ensemble de substances complémentaires (vitamines et acides
aminés) La meilleure concentration en 2.4-D était de 1.107° et celle en kinétine
0,54 1.107°,

Le milieu auquel ont abouti ces premiéres recherches a été indiqué au para-
graphe précédent. Dans ce milieu, la dédifférenciation des tissus de I’embryon com-
mengait dés la premicre semaine de culture. L’ensemble de 'embryon augmentait
de diamétre ; I'haustorium devenait jaune & brun clair et présentait de 1égéres €léva-
tions longitudinales. :

EXPLICATION DE LA PLANCHE
A . \

Fig. A. —Embryons de Palmier & huile aprés 25 jours de culture en présence d’un milieu renfermant
1.10-6 de 2.4-D et 1.10-6 de kinétine. :
Fig. B et C. — Aprés 6 mois de culture. Augmentation préférentielle du diamétre au niveau du pétiole p ou
du limbe cotylédonnaire h ;

Fig. D, E, F. — Apparition de nodules & la surface du limbe ou haustorium h, selon un certain aligne-
ment (fleche). ‘

Fig. G, H, I, J. — Apparition de nodules au niveau du pétiole p.

Fig, K. — Chaque nodule réensemencé donne une colonie de nodules semblables

Fig. L.—En présence d’acide ascorbique le brunissement est moins important.

Fig. M. — On obtient une colonie de nodules qui verdissent & la lumiére et peuvent former des racines
(embryoides) en présence d’AIA et d’acide ascorbique.
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Aprés 20 3 25 jours de culture le diamétre de 'embryon a atteint 2 4 3,5 mm.
L’haustorium ou limbe cotylédonnaire (h, fig. A) était plus coloré que le pétiole
cotylédonnaire p & la surface duquel on commengait & apercevoir, & la loupe, de
petits appendices allongés, constitués de cellules grossiérement empilées les unes
sur les autres. Ce phénomene précédait le plus souvent une prolifération cellulaire
plus généralisée des tissus.

L’accroissement régulier du diamétre de I'embryon était rare ; il .affectait
surtout le pétiole (p, fig. B et G) ou surtout le limbe cotylédonnaire (h, fig. .C).

Aprés deux ou trois mois de culture, le limbe a continué en général A brunir,
tandis que des nodosités blanches crevaient la surface en commengant par la région
la plus proche du pétiole cotylédonnaire ( fig. D, E et F).

L’examen cytologique des tissus aprés 6 mois de culture nous a permis de cons-
tater que la plupart des haustoriums bruns ayant des nodosités blanches étaient creux
par suite d’une désagrégation de leur parenchyme interne. Les nodules se formaient
surtout a partir du pseudo-cambium entourant chaque faisceau libéro-ligneux, ce qui
explique leurs alignements longitudinaux 3 la surface de I’haustorium (fleche,
fig. E, F). Au contraire, les nodules apparus sur le pétiole cotylédonnaire semblaient
avoir une origine quelque peu différente, car leur formation irréguliére ne semblait
pas se réaliser de préférence a partir de régions méristématiques.

Lorsque les deux parties de I’embryon : limbe et pétiole ont été ensemencées

~ séparément, la production de nodules a été bien plus importante qu’avec les embryons

entiers ( fig. J) et le repiquage de chaque nodule a about1 a la formation d’une
colonie de nodules semblables (fig. K). ‘

Nous inspirant des travaux de Pillai et Hildebrandt- (%), nous avons ensemencé
chaque nodule sur un milieu gélosé dans lequel le 2.4-D et la kinétine étaient rem-
placés par de I'acide B indolyl acétique 1.107°. Certains ont alors produit des masses
de tissus inorganisés (fig. L) et d’autres de nouvelles colonies de nodules ( fig. M).
L’addition d’acide ascorbique (200.107%) et d’AIA (1.1075) a provoqué alors
PPapparition de nombreuses racines dont la croissance n’a pas excédé 2 a 3 mm.
 D’autre part I'exposition a la lumi¢re 9 h par jour, amenait un verdissement des
" nodules racinés, mais non la production de feuilles.

Les nodules racinés étaient donc absolument comparables aux nodules neofor—
més ou embryoides décrits par Johri et Seghal (*) dans leurs cultures de tissus
d’ dnethum graveolens L. et aux premiers stades des embryons adventlfs des t1ssus
de Carotte observes par Reinert (°).

ConcLusions. — La culture d’embryons de Palmier & huile sur un m111eu ren-
fermant des éléments minéraux selon Heller, du saccharose et des substances com-
plémentaires, en particulier du 2.4-D, de la kinétine et de I’hydrolysat de caséine,
conduit & un arrét du développement et 3 une dédifférenciation des tissus. Les
embryons de graines fraiches sont plus sensibles que ceux de graines dgées.

Des nodules se forment qui, réensemencés individuellement en présence d’acide
ascorbique et d’ATA, donnent des colonies de nodules semblables pourvus de racines
et qui verdissent a la lumiére, mais ne produisent pas de feuilles. 11 est possible que
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le développement de la partie aérienne de tels embryoides soit inhibée par celui

des racines, comme on l'observe trés souvent chez les embryons normaux en culture
in vitro.
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