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I - Introduction - Historique
A - Introduction générale

Le Palmier 4 Huile (Elaéis guineensis Jacq.) est la plante
oléagineuse, perenne et allogame la plus intéressante actuellement
sur le marché mondial pour sa forte productivité. Sa reproduction étant
uniquement sexuée, la constitution de plantations ayant des lots homo-
génes est de ce fait impossible.

L'utilisation de la culture de tissu de Palmier i Huile a
permis de palier a ¢ inconvénient. La culture de tissu par le biais de la
multiplication végétative expérimentale, concoure i la création de clones.

Les travaux réalisés au Laboratoire de Bondy, depuis 1972
Ont permis de mettre au point une technique d'obtention de plantules par
la vg%eade l'embryogengse somatique (RABECHAULT & MARTIN., 1973)

(II. 2)La mise au point de cette technique est souvent mentionnée par la
suite sous le terme de '""procédé".

Depuis, une équipe de chercheurs appartenant 4 'ORSTOM
et 1'IRHO tente d'améliorer la technique du "procédé', tout en conservant
la gélose comme support du milieu (solide).

Un autre support possible de la culture de tissu est le milieu

liquide.

L'étude de 1'utilisation possible des techniques de culture de
tissu de Palmier 3 Huile (Elaéis quineensis Jacq.) en milieu liquide nous
a été confiée dans le but d'obtenir une amélioration du "procédé'.

Nous avons donc, dans un premier temps, étudié le compor-
tement des souches mises en milieu liquide, provenant de cultures en
entretien , selon le procédé classique, sur gélose.

Cette étude effectuée lors de notre premiére année, nous a
permis de constater plusieurs points fort importants quant 4 la poursui-
te de nos travaux.

- les tissus de Palmier 4 Huile 2 1'état de colonies cellu-
laires issueide croissance sur milieu gélosé n'ont pas perdu leur faculté
de division et de multiplication aprés un passage en milieu liquide.

~ le séjour en milieu liquide n'a pas empéché 1'expression
des capacités organogénes d'une souche aprés retour de celle-ci sur
milieu gélosé.

Cette premiére étape , dépassée avec succées, il nous fallait
étudier les avantages éventuels de cette technique par rapport au procédé
classique. Elle pouvait étre meilleure et dans ce cas, remplacer le pro-
cédé habituel, ou bien n'intervenir que partiellement, i différents stades
améliorant la production finale de plantules par la voie de 1'embryogens -
se somatique.

L'amélioration que nous devions essayer d'obtenir pouvait
étre de deux types :

- une amélioration du point de vue purement scientifique.

- par un raccourcissement de la durée des diffé-
tes phases du“frocédé".
- par une augmentation en macse des tissus de

Palmier i Huile.

*L'indice accompagnant les noms d'auteurs fait référence aux chapitres
correspondant de 1'index bibliographique



- par une augmentation des capacités organogénes
des tissus.

- ou une amélioration sur un plan purement techno-
logique )

- & savoir qu'il serait possible d'étudier sur le
Palmier 4 Huile, une technologie de production de matériel végétal en
grande quantité de type ''fermenteur' employée couramment en indus-
trie pharmaceutique.

. Le procédé final tendant 4 une application industrielle, le
type de fermenteur', si nous pouvons en montrer son utilité, serait la
technologie idéale pouvant résoudre les problémes posés actuellement
par le repiquage continuel du matériel végétal sur gélose. L’'entretien
du matériel demandant une importante manipulation. de flacons de
culture.

Cette manipulation représentant une perte de temps et une
fatigue inutile et un grand investissement dans une vaisselle de culture
sujette & étre renouvellée assez fréquemment.

Une partie de notre travail a donc été consacrée 24 1'étude
de 1a croissance de CCR**en milieu liquide et sur milieu gélosé et dans un
second temps nous nous sommes intéressés i 1'action du milieu liquide
en tant que stimulateur ou inhibiteur de la vitesse d'expression des
capacités organogénes.

A la fin de ce mémoire nous avons regroupé les résultats
d'une importante étude bibliographique dans un index.

Le laboratoire n'étant pas familiarisé avec la technique de
tissu en milieu liquide et cette technique n'ayant jamais été confrontée
au matériel végétal appartenant 4 1a famille des Palmacées, il nous est
paru indispensable de faire un recherche bibliographique capable de nous
apporter le plus de renseignements possibles.

Du fait du grand nombre d'ouvrages et de publications com-
pulsés, nous avons pensé qu'il serait utile de les citer tous dans 1l'index
bibliographiqueLe fil conducteur de notre travail nous a amené 2 les classer
dans des chapitres différents selon le sujet débattu dans l'article.

Leur grand nombre ne nous a pas permis de les citer tous
dans le texte.

B - Historique
1 - Ia culture de tissu - Généralités

Depuis les premiers travaux des pionniers de la culfure
de tissu, GAUTHERET, WHITE, HILDEBRANDT, REINERT, TULECX
NICKELL et d'autres, dans les années £0, les cultures de tissu 4 partir de
cals isolés, néoformés sur des fragments de plants cultivés in vitro, ont
acquis un développement trés important.

Te matériel végétal utilisé en culture de tissu sert 2 une
vaste panoplie d'orientation des recherches et constitue actuellement un
des outils de base de la recherche moderne en Physiologie Végétale.

** CCR : Cultures apparaissant apr2s un délai plus ou moins long sur
les cals primaires, obtenues sur fragments foliaires et présentant une
vitesse de croissance plus rapide que ces derniers.



Les sujets principaux utilisant la culture de tissu vont de la régénéra -

tion de plantes par propagation végétative et la constitution de clones a

la constitution de plantes haploides par culture d'anthéres, a la régéné-
ration de plantes indemnes de maladies par la culture de tissu, i la
recherche sur les relations hote-virus au niveau cellulaire, la produc-
tion de métabolites 4 partir de cultures de cellules, 1'étude de la cytologie,
de la croissance cellulaire et du passage 4 1'état embryonnaire par la

voie somatique.

2 -la culture de tissu en milieu liquide agité

Quant & nous, nous nous bornerons i regarder ce qui intéres-
se la culture de cellules végétales en suspension. Les premiers travaux
dans ce domaine sont attribués 4 STEWARD & al., 1958 (I.2)*, TULECXE
et NICKELL., 1960 (I.1)*.

Depuis, les cultures de tissu par la voie liquide s'est vue pren-
dre une importance de plus en plus grande. Les premiers travaux effectués
entre 1960 et 1968 ont été réalisés essentiellement A partir de plantes
appartenant i la classe des dicotylédones.

2.1 - Principaux travaux réalisés i partir de matériel
végétal appartemant 4 la classe des dicotylédones.

: Les travaux de(DOUGALL., 1934 ; ERIXS30L!, 1965 ;
LAMPORT, 1964 ; TORREY et REINERT, 1961 ; HENSHAW et al, 1968)

(I.l)* donnent des méthodes précises pour 1'établissement des suspensions
cellaires et pour l'obtention de taux de croissance optimaux.

RAJASEXHAR & al, 1971 (I.1)*et TORREY et REINERT,

1961 (I.1) mettent en évidence l'importance de l'agitation dans 1'aération
du milieu et 1'aspect de la suspension en fonction de la vitesse de rotation.

STUART et STREET en 1969 et 1971 (I. 1)* s'intéressent au
probléme du conditionnes.«fdu milieu et en quelque sorte de la densité
cellulaire nécessaire pour une bonne reprise de la croissance.

GOULD et STREET en 1975 (1. 1)* mettent en évidence 1'intérét
des suspensions cellulaires dans 1'étude des divisions synchrones.

Une autre source d'intérét de la culture de tissu en milieu
liquide agité a été de 1l'utiliser dans des tentatives d'obtention de plantules
par la voie de 1'embryogenése somatique.

Ia régénération de plantules 4 partir d'une suspension cellu-
laire a été décrite pour la premiére fois dans les travaux sur la carotte
(STEWARD & al., 1958 et 1964(1.2)*. Cette régénération de plante est
obtenue, actuellement, dans de nombreuses espéces de dicotylédones
(VASIL & al., 1964 ; KONAR & NATARAJA., 1965 ; VASIL et HLDEBRANDT,
1966 ; BUTTON etal., 1974 ; Mc WILILIAM & al., 1974 ; KOELENBACH,
1977 (1.2)*

Nous savons bien que de nombreux travaux ont mis en évi den-
ce le danger d'exposer trop longtemps un matériel végétal au contact de
milieu contenant des phytohormones tel que le 2,4-D. En effet, des études
sur la conformité du matériel ont montré le grand nombre d'aberrations
chromosomiques pouvant survenir en contact du 2, 4-D.



De nombreux travaux font part de ces problémes (MURASHIGE & NAKANO,
1966 (II).

Ia culture de cellules isolées en suspension n'est pas épargnée
par les risques de variations de génomes ; les travaux de BLAKELY et
STEWARD, 1964 (II) nous y renseigne dans une étude sur Haplopappus
gracilis et Daucus carota . Une analyse de 1'origine de cette variation
y est abordée.

Cependant, une publication de HALPERIN, 1966 (I. 2) tend
4 nous montrer que ces phénomeénes d'aberration n'apparaissent que trés

peu en milieu liquide par rapport au milieu gélosé :"...les cultures main-
tenues en milieu liquide agité en présence de 2,4-D montrent une trés
grande stabilité dans leur nombre chromosomique'... HALPERIN rajoute

..."'""que les cultures maintenues en milieu liquide agité en présence de
2,4-D pendant une durée prolongée manifestent toujours une grande capa-
cité A 'embryogenése"... SMITH et STREET., 1974 (I. 2) rajoutant 4 ce
sujet que "...la perte du potentiel embryogéne arrive plus fréquemment
et rapidement dans les cultures de cals que dans les suspensions cellulai-
res..."

2.2 - Principaux travauz réalisés 2 ovartir de matériel
végétal appartenant 3 la classe des monocotyl<édones

2.2.1 - Travaux effectués sur toutes les plantes mono-
cotylédones, hormis le Palmier 4 Huile.

Nous avons distingué les travaux réalisés sur les monocoty-
lédones herbacées des travaux réalisés sur les monocotylédones arbores-
centes. Les premiers cités, d'un abord plus facile et, par le fait de leur
appartenance , pour leur plus grande part, 4 une sous classe d'intérét
économique, les céréales, se sont vus utilisées en premier par de nombreux
travaux de culture de tissu in vitro.

En effet, l'embryogenése somatique et 1la formation de plantes
4 partir d'une suspension cellulaire de monocotylédones, a été décrite pour
la premiére fois dans les publications de ( WILMAR et HELLENDOORN. ,
1968, et STEWARD et MAPES., 1971) (II.I)* utilisant 1'Asparagus officina -
lis comme matériel végétal. Citons de nombreux travaux réalisés sur
Tes céréales : sur le Riz (Orysasativa) avec les travaux de (MAEDA., 1989;
NAKANO et MAEDA., 1979) (.1)*; sur le Mais (Zea m ays) : SPRINGER,
GREEN et KOHN, 1979 (. 1)*.

La formation d'embryoides et de plantules issus de protoplas-
tes de Pennisetum americanum a été décrite dans l'ouvrage de VASIL &
VASIL., 1980 (II.I)*

Dans une publication de 1981 (II.1), les mémes auteurs nous
décrivent les phénoménes de régénération de plantes enti2res par les voies
de l'embryogengse somatique 2 partir de suspensions cellulaires de
Pennisetum americanum .

La culture de tissu 4 partir de monocotylédones arborescentes
remonte 4 une dizaine d'années seulement et de nombreuses espéces de
plantes ont été utilisées. Cependant en nombre beaucoup plus restreint
que chez . les monocotylédones.




Les travaux ont porté essentiellement sur 3 types d'arbres appartenant
tous 3 1 la famille des Palmées, il s'agit du cocotier (cocos nucifera),
du Palmier-dattier (Phoenix dactylifera L.) et du Palmier 4 Huile
(Elaéis Quineensis Jacq.). Nous pouvons citer les travaux de AMMAR
& BENBADIS., 1977, de REUWENI , ADATO & LILIEN-KIPNIS., 1872,
de REUVENI, 1979, d: SHROEDER, 1970 et de SMITH, 1975, sur le
Palmier- dattier. Sur le cocotier, citons EEUWENS 19753, et EEUVENS
& BLAKES, 1977 (I.2.2).

2.2.2 - Travaﬁx réalisés sur le Palmier 4 Huile

Nous aborderons 1'historique de la culture de tissu sur le
Palmier 4 Huile dans le paragraphe suivant ot nous distinguerons les
travaux réalisés hors du laboratoire et les travaux réalisés par l'équipe
ORSTOM-IRHO.

2.2.2.1- Travaux effectués hors du laboratoire (. 2. 1)

ILa culture in vitro de tissu chez le Palmier 4 Huile est re-
lativement récente et de nombreuses sources d'explants ont été utilisées :
embryons, apex, zone apicale, bases pétiolaires, rachis, inflorescences
et racines.

Les premiers travaux hors Laboratoire ont été réalisés par
STARISKY, 1970 ; il observe la formation de nouvelles pousses et de ra-
cines en mettant des morceaux d'apex en culture. JONES en 1974, régé-
nére des pousses vertes et des racines sur une méme culture avee des
explants de la zone apicale de jeunes plantules élevées aseptiquement et
provenant d'embryons isolés. Les racines mises en culture in vitro ont
accaparé de nombreux travaux (SMITH & THOMAS, 1973 ; JONES, 1974 ;
ONG, 1977).

L'équipe de CORLEY & al (1977) a obtenu sa premiére plan-
tule 4 partir d'explants de 1a zone apicale de plantules cultivées asepti-
quement.

2.2.1.2 - Travaux réalisés au sein du Laboratoire
de Bondy.

Depuis les premiers travaux réalisés en 1970 par RABECHAULT
etal (II. 2.1)* ol les premiers cals et nodules verdissant 4 la lumigre
sont obtenus 4 partir d'embryons cultivés in vitro, une orientation impor-
tante s'est faite par le choix de la partie de la plante utilisée dans la mise
en culture.

En effet, si les différents travaux effectués hors du labora-
toire se sont portés sur une utilisation prépondérante des racines comme
matériel de départ, RABECHAULT et al dés 1972 va régénérer des pousses
vertes et des racines sur une méme culture i partir de bases pétiolaires
de jeunes plants de pépiniére. A partir de cette date, le matériel utilisé ne
sera plus que des explaats de feuilles juvéniles de plant de pépiniére en
serre, de 2 ans.
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Le choix de ce matériel présente 3 avantages : il permet de fournir un
nombre trés important d'explants = 400 (ce nombre sera porté i plus de
2000 2 partir d'un arbre adulte).

- l'arbre donneur n'est pas perdu car ce prélévement ne le tue point,

et il peut reatteindre son développement initial 2 ans plus tard.

- le risque de contamination, & partir d'un matériel de la partie aérien-
ne est beaucoup moins grand que le risque encouru & partir de matériel
racinaire.

L'obtention de plantules de Palmier 2 Huile, issues de l'embryo-
genése somatique in vitro, pouvant étre isolées et cultivées, est rapportée
pour la premigre fois en 1976 dans les travaux de RABECHAULT et MARTIN

Les résultats de ces travaux vont conduire 4 la mise au point
du procédé de production de jeunes plantes 4 partir de tissus foliaires
(RABECHAULT & MARTIN, 1976)

Depuis lors, les travaux ont été axés sur une amélioration du
procédé. Ces travaux ont été conduits par 1'équipe de chercheur ORSTOM-
IRHO. lLa publication de mars 1981 dans Oléagineux sur'la multiplication
végétative in vitro du Falmier & Huile par embryogen2se somatique " fait
état des derniers résultats acquis par le laboratoire.

11 est mis en évidence le raccourcissement important des
diff érentes phases ; les cals primaires apparaissent au bout de 60 jours et
les CCR entre & et 12 mois et est devenu fréquent, au lieu des 2 2 3 ans avec
une faible fréquence d'apparition au début du procédé.

L'obtention d'embryoides et leur évolution en plantules racinées
n'est plus un problZme majeur.

Dans le but d'accélérer le phénoméne, sans avoir i
passer par le stade CCR pour l'apparition d'embryogenése, des travaux
ont été réalisés dans le but d'obtenir une organogenése directement sur
cal primaire par PANNETIER et al, 1981. Cette voie a un double intérét,
la rapidité et la plus courte durée d'exposition du matériel aux phytohormo -
nes tel que 2,4 - D présentant des dangers dans la conformité ultérieure
du matériel produit.



II - Materiel et Méthodes
1. Techniques employées pour la culture de tissu en milieu liquide
1.1 - Matériel végétal

Nous avons utilisé dans nos différentes expériences du matériel
végétal de Palmier 4 Huile a 1'état de cals primaires et de cals secondaires
ou CCR provenant de 14 clones différents.

Le matériel végétal est constitué de tissus obtenus dans les con-
ditions habituelles du procédé sur milieu gélosé. Il s'agit de cals primaires
(cals obtenus sur fragments foliaires) et de tissus appelés CCR (cultures
qui apparaissent aprés un délai plus ou moins long sur les cals primaires
et qui ont une vitesse de croissance nettement plus rapide que ces derniers.

Ces deux types de culture différent de fagon importante dans
leur aspect et leur structure; les cals primaires se présentent le plus sou-
vent en nodules compacts et durs au toucher. L'examen histologique montre
une certaine organisation (AHEE et al). Les CCR, par contre, qui représen -
tent trés probablement un stade plus poussé de "'dédifférenciation’, sont
constituées d'un tissu diffus, aéré, ne présentant pas de structure particu-
liere. En coupe on observe des zones de cellules méristématiques qui sem-
blent réparties au hasard et entourées de cellules en auxésis

1.2 - Appareillage

L'emploi de la technique de culture de tissu en milieu liquide
nécessite un systéme d'agitation qui permette une bonne aération des tissus.
Deux types de matériel d'agitation ont été utilisés.

1.2.1 - Tables d'agitation

Deux tables d'agitation ont été utilisées, pouvant porter des
erlens de 100 ml ou de 300 ml. Leur vitesse de rotation est dans les deux
cas de 100 tours/mn.

1.2.2-"Roller-Bottle"

Le Roller-Bottle congu d'apr2s les plans utilisés par
GRINENBERGER (thése 1978) (cf. I.1) * utilise des bouteilles comme
flacons de culture de capacité différente : 100, 500, 1000 et 3000 ml.

Les vitesses de rotation sont respectivement de 166, 108,
87 et 59 tours/ mn.

Les erlens et les bouteilles sont fermées par des bouchons
de mousse permettant des échanges gazeux.

La plupart des essais réalisés sur le Roller-Bottle ont été
faits en utilisant la vitesse de 108 trs/mn, vitesse convenant mieux 2
la croissance ( RAJASEXHAFRD4al,1971) (cef. 1.1.)*

* l'indice accompagnant les noms d'auteurs fait reférence aux chapitres
correspondants & 1'index bibliographique.
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1.3 -Milieux de culture

Le milieu de culture comprend les macroéléments de
MURASHIGE et SKOOG (cf. tableau) les microéléments de MURASHIGE
et SKOOG modifiés par NITSCH (cf. tableauA!du fer sous forme chélatée
Fe EDTA (préparation Jacobson), des vitamines de MOREL (Thiamine,
pyridoxine, acide nicotinique, pantothénate de Ca) 1mg/1, de 1'hydrolysat
de caséine 500 mg/1, du mésoinositol 100mg/1, de 1'ascorbate de sodium
100 mg/1, du glucose A la concentration de 20 g/1.

Différentes substances de croissance sont ajoutées 4 ce milieu,
elles varient dans leur nature selon le type de phénoméne recherché : crois-
sance ou organogenése.

Dans le dernier cas il s'agit d"ANA (acide naphtaléne acétique)

a la concentration 2my/1 et de BAP (6-Benzyl-aminopurine) i la concentration
2mj/1 : nous citons l'emploi de ce milieu dans le texte par ""milieu organogéne''.
Pour la croissance des tissus on utilise de 1'ANA 4 la concentration 2mg /1.

et du 2,4-D 3 la concentration 0, 5ms/1. Un tel milieu favorisant la crois -
sance est appelé dans le texte '"'milieu de croissance’ ou ""milieu d'entretien'.
Le milieu est ajusté 4 5 avant autoclavage.

Les milieux sont autoclavés 20 minutes 4 120°C.

Le volume de milieu i distribuer correspond au 1/5 du volume total des
flacons de culture.

Des milieux solides ont été utilisés comme témoin dans certaines expérien -
ces. Dans ce cas, la concentration en agar est de 8%

1.4 - Mise en culture

Toutes les opérations de mise en culture ou de repiquage ont
lieu dans une pi2ce d'ensemencement sous hotte stérile A flux laminaire.
Les techniques d'ensemencement en milieu liquide sont les mémes que
celles employées en culture de tissu en général. '

Les études de croissance ont du faire appel 4 des successions
de pesées stériles sous hotte (PF), ou a des filtrations et pesées sans
conditions stériles pour des mesures de PF et PS (lots perdus).

Le probléme essentiel qui distingue le milieu liquide du mi-
lieu gélosé concerne la récupération de la "'suspension cellulaire' apras
un certain temps de culture.

Cette opération s'effectue en filtrant la suspension cellulaire
sur des tamis de différents maillages ou du papier filtre. Le reliquat
recueilli sur le tamis est alors redistribué dans les milieux neufs comme
dans les repiquages du procédé sur milieu solide.

Le matériel nécessaire 4 la filtration d'une suspension cel-
lulaire est relativement simple : Fiole 4 vide , buchner, papier filtre.
Tout ceci est enveloppé dans du papier d'aluminium et passé i 1'autoclave
20 minutes 4 120°C avant son utilisation. Pour les études de croissance
les pesées stériles sont faites en utilisant des petits morceaux d'alumi-
nium ayant été préalablement passés au four Pasteur 20 mn. 41 140°C.

MNous avons aussi fait appel, dans certains essais, 4 la tech-
nique d'ensemencement i partir d'une "'suspension cellulaire' par pré-
levement d'aliquote. Ia masse de matiére frafche de tissu contenue dans



Hacroélements mg [t m M
KNOsg . 600 5,9
KH 2 Poy 350 4,8
NHy NOo3 650 3,1
CaCle 2H20 A80 A, 2
Mg Soy 7 H.0 A50 0,6

Oligo élérnents mg [ L m H
MNn Soy yH20 25 O, A4
Zn Soy +H20 Ao 0,03
" RBosyH3 A0 0,46

KT 0,33 0,005
- Cu Soy, SH20 0,025 0, 0004

Na 2 Mo Oy,2 H2O 0,25 0,004

Ca.Cly  ¢H20 0,025 0,000/

Composition minérale en méq /1l du milieu de culture utilisé

CATIONS
Co* HT K™ Na' NH: LC&H' 1 et M3++ Ma" " Za
1074 0,48 L F4 | 203 ) \ 4 gadt 12 0,2 | o006
ANIONS
ce” I- NO,5 HZPOL{‘W ‘EJ>();‘T 50,7 | My 0,
2,4 51072 I, 1,5 0,48 15 2.1073

Tableau A
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un volume connu de la suspension 2 repiquer est déterminée sur une

aliquote prélevée stérilement (GRIENENBERGER., 1978 - 1.1.)*
Cependant, si les travaux précédemment cités correspondaient

4 une suspension cellulaire vraie, obtenue 4 partir de culture de tissu.

de vigne vierge comportant des cellules ou agrégats de cellules de méme

diametre, il n'en n'a pas été de méme pour les ''suspensions cellulaires"

réalisées 4 partir de CCR de Palmier 2 huile.

1.5- Méthodes de mesure et de notation
1.5.1 - Méthodes de mesure de la croissance

Nous avons étudié 1a croissance d'une suspension de cellules
et d'agrégats cellulaires issus d'une CCR, pour deux quantités ensemen -
cées différentes =1 mg de mati2re/ml de milieu et 10 mg/ml. Ces masses
ont été choisies aprés des essais préliminaires et une étude bibliographique
sur les études de la croissance en milieu liquide,STREET & HENSHAW., 1983
(I.1)* SHERIDAN ., 1968 -{I.2) * '

Ultérieurement une étude comparative de la croissance en
milieu liquide et gélosé portant sur 8 clones a été réalisé i partir d'un
ensemencement de 10 mg/ml et ceci dans deux types de milieu : 1'un, dit
de croissance' ou 'd'entretien' ; 1'autre, dit d'organogen2se.

. L'étude de la croissance dans le cas utilisant le milieu de
"croissance' s'est faite en déterminant le PF et le PS aprés des durées
de cultures différentes. En récupérant la suspension cellulaire sur un
filtre (lavé 4 1'eau distillée) et en essorant lors de la filtration le liquide
en excés, on peut déterminer le poids frais. Une pesée préalable du
papier filtre imbibé d'eau et essoré par filtration permet d'apprécier le
‘plus précisément le poids frais réel de la suspension.

Les cellules recudllies sur le filtre sont placées dans une
étuve i 90°C pendant 24 heures jusqu'a poids constant afin d'obtenir le
PS. Comme précédemment pour donner le plus de précision aux résultats,
le papier filtre, aprés les pesées préliminaires du PF, est placé dans une
étuve i 90°C pendant 2 heures, puis pesé.

Le PS est donc : [ (papier filtre + cellules desséchées 4 90°C
pdt 24 heures) - ( PSec préliminaire du papier filtre)]

HENSHAW & al., 1966 ; KUBEK & SHULAR., 1978 ; ERIKSSON.,
1935 ; HORSCH., XING & JONES., 1980 ; HORSCH & JONES., 1980 (I.1)*

Chaque mesure dans le temps portait sur une valeur moyenne

de 8 échantillons (RUYACK & al., 1979).

1.5.2 - Méthodes de mesure de l'organogenzse

Les phénoménes d'organogenzse que nous avons observés lors
de nos différents essais appartiennen{ fos 2 une embryogenése somatique
L'expression de 1'embryogenése étant un caract2re i la fois qualitatif et
a la fois quantitatif s'étendant sur une longue période, il nous a fallu
établir une méthode de notation et d'évaluation.

L'étude de l'embryogenése peut se faire par le comptage du
nombre global d'apparitions de structures de nature embryogéne ;
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Cependant, ces structures présentent des stades de développe ment
différents. En effet, au moment de 1'observation d'une culture on
observera des embryoides 4 plusieurs stades que 1'on définit comme suit -
- stade nodulaire =agrégat compact, lisse et brillant
de 1 4 2 mm de diamétre, de couleur jaundtre.
- stades embryonnaires :
stade 1 = masse globulaire de couleur jaune vert, de
23 4 mm de diameétre

4 stade 2

% ~stade 3

miére feuille.

Masse verte polarisée

embryoide polarisé avec sortie de la pre-

Des escais tendant & observer une embryogenése éventuelle
a utilisé 13 clones différents ; 5 clones ont été suivis, lors des différents
cycles de repiquage en milieu organogéne par des mesures de la masse
ensemencée par des pesées stériles.

L'expression de 1'organogenése pourra donc étre représen-
tée avec plus de rigueur, par le calcul d'embrycides apparus,/masse de
CCR ensemencée i to.

Ia mesure de la croissance de ces clones 4 chaque repiquage complé-
tera le tableau de données en fournissant 1'étude de corrélations possibles
entre la croissance de ces clones et la frequence embryogéne.

1.5.3 - Analyse des résultas par des tests statistiques

L'étude des phénoménes biologiques tels que ceux que nous
rencontrons en culture de tissu a un caractére fortement aléatoire du
fait de la grande variabilité du matériel végétal. Nous ne pouvons con-
clure 4 1'observation d'un phénoméne que si celui-ci est reproduit dans
un grand nombre de répétitions. Nous pouvons alors attribuer une valeur
numérique 4 des appréciations qualitatives par l'intermédiaire des
statistiques. Nous avons fait appel dans nos différentes expériences
a des statistiques simples : X?  tesC U...

1.3 - Conditions de culture = thermiques et d'éclaire-
ment

Les appareillages d'agitation sont placés dans des salles de
culture disposant d'un systéme de climatisation maintenant la tempéra-
ture entre 25° et 30° C.

Les salles de culture disposent d'un systéme d'étageres °
éclairées de 10 tubes Gro - Lux de 40 W de 1,20 M de longueur.

Chaque étagére recoit une intensité lumlneuse allant de 2,5 W/m(Sootux)a ZoW/m?
(420 1ux) selon le nombre des tubes en service

ILa durée d'éclairement est de 12 heures/jour.

Les aprareillages d'agitation se trouvent 4 1'écart
des champs lumineux des étagéres et recoivent une lumieére diffuse, voi-
sine de 2,1 W/m? (420 lux) pour la table d'agitation et de 0, 8 (180 lux)
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41,8W/m (320 1ux) pour le Roller-Bottle.

Les témoins gélosés des essais réalisés en milieu liquide

ont eté exposés A la méme intensité lumineuse et placé dans les mémes
conditions thermiques.

1.7 - Lecture des références bibliographiques

Les références de travaux d'auteurs cités dans le texte sont
accompagnés d'indices se rapportant aux chapitres de 1'index bibliogra -
phique :

exemple : PANNETIER & al., 1981 (II.2.1)

II - Travaux réalisés 4 partir d'un matériel végé-
tal appartenant 4 la classe des Monocotylédones.

1 - Travaux réalisés sur le palmier i huile
2 - Travaux réalisés sur le s Palmacées
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II - Résultats

A - Etude de la croissance des cals i croissance rapide (CCR)

1 - Etude de la croissance des CCR d'un clone (Tc 12)* en milieu
liquide de type "'entretien’ pour deux masses ensemencées: 1l et 10 mg de
matidre végétale ensemencée / ml de milieu. (Ia CCR provient de plusieurs
cycles d "entretien'' sur gélose)

1.1 - Ensemencement de 1 mg/ml
Ia technique employée est expliquée dans le chapitre Matériel

et Méthodes
1.1.1 - Résultats - cf courbes PF et PS
! !
‘ | ; i B - Po'Pz r)o;.%_f’o Py-Fo Po‘ Tamps gt doublement
(9\' Po DA .PZ !P} FPL Ps xPo i Fo . Po 7 t/“f' 56,’)20—«
o lv1 lwis 1563 L1007 ‘ | | 3 Ju J
t 1 i { /; - % a | ‘
J m ;o 43|96 0,161 (0,10 10,4% | 4,6 | 4,5 |4 654,85 | 5 ]/fo 43 ! 39 !
{ { H i
| | 1 b | ‘ !
T , b Al o Lt “
o 'o,ucﬂcms’ o Joﬂ 0,00 [00/1% €35, 528, 048 D l | !
1‘ ; ’ { 4 < ‘ ‘ ; ! I\ ‘
IPF L 'J oo, Oo~. -,uaaf 0,04 0,0.L‘;LQ,L;{ 3!l g1 91, i
| ! J ! . 1 : . : X
N [N ] ] 1 . | | 5
B P B B T L L B |
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. o004 00015 0,000 co3y oy 3 L L F A4 5 18 A3 S5
: g ; ] i | | i
' | - | | | | | ‘
il 00004 0,0Wﬂ Q,ocod €,0004 geeefy 2 ‘ 97 44 33 ! | J
s i % |
L < - ‘_‘ |
L F.ooosl 0,001 9,000310,0004|0,00c8 2,5 .o,iq A4 | 5
| ; i
nbere, i
r{ ell_/a‘) 5- 5— L" é 5‘ 5 5 é 6 1
b o

1.1.2 - Amalyse des résultats (courbes 1 et 2]

Nous remarquons en analysant les courbes du PF et du PS que
le plateau d'arrét de la croissance est atteint 3 7 jours du début de la mise
en culture pour le poids frais alors qu'il n'est atteint qu'a 120 jours pour
le PS..

Cette tr2s forte différence peut étre due -

- soit 4 une hydratation tr2s rapide des tissus au moment du
changement des conditions de culture

- soit au biais que présente la méthode de filtration surtout
pour de faibles ensemencements

* Mumérotation du Laboratoire pour distinguer les CCR ou cals primaires
provenant de palmiers distincts.
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1.2 - Ensemencement de 10 mg/ ml
1.2.1 - Résultats - cf courbes PF & PS

Q Goukfen 'r':i

(ab) Po P, PZ_ P-_;) E F;:Pi P2 PP [f4p temps de doulPornent™
~ 0 F3J |k3J | 567 |1207T fo fo o | Po |73 /{15 .5'(3 1207
U ok3] 959 (o753 14,06 43 102 (g6 %5 (398 (1B | 23| 1’ |3}

PE T~ [9019 |o,057 /31 | 0,30 | 9> [@) 1027 | 065 0,&4 | 244 | 8 [ o651

C 902 (90639162 0a(B| o3l (o3 |03y 10,69 |a6F (6 |10 083!
W 5 1515 6 |6 515 1616 |3]5]¢le

-*4 ] ; .-

M [00338| 0043 | 0068 u,Z‘).!iol% 03 | 1 |7 3 118l (8 |24

o T~ 6,023 | o005 [ynlé .0/0214 gc/cé” oy | ¢4% %0/?1{ %9 |4 4 O,%Z;Z;é
L ;o((aoe?lolooé EO,OZ ;c/CZSEc,o{;g%o,(? ?c‘.’?e's’ Eo(?g‘ 99 f 5
e | = |~ = | & £ 5.5 2 & 11l 2.
e iing| | BN 516 2 3 {5 CEES

1.2.2 - Analyse des résultats (courbes 3 et 4)

Pour un ensemencement de 10 mg/ml , on ne constate pas
comme précédemment avec un ensemencement de 1 mg/ml cette différence
dans les deux courbes de PF et PS ; le plateau est atteint pour les deux
courbes 4 56 jours de la mise en culture.

A 120 jours, la masse initiale a été multipliée par 7 environ,
mais le temps de doublement est passé de 18 3 7 jours, de 36 4 120 jours.
La masse augmentant, le volume du milieu disponible par mg de matizre
diminue et freine la division des cellules, jusqu'a un arrét d'augmentation
de la masse. Le milieu est saturé. ‘

1.3 - Analyse des résultats des deux ensemencements et
conclusions

Les tableaux de résultats obtenus pour une CCR d'un méme
clone, pour deux ensemencements différents, nous indique qu'un faible
ensemencement permet d'obtenir dans les dix premiers jours de culture
des temps de doublement allant de 5 4 10 jours (pour le PF), ce qui est
trds important, car les temps de doublement obtenus sur des CCR de divers
clones maintenus sur le milieu gélosé du "'procédé’ n'a donné qu'occasionel-
lement des temps de doublement compris entre 11 et 12 jours.

Les agrégats cellulaires en milieu liquide, quand ils sont en
faible nombre par ml de milieu, ne subissent pas de phénom2nes de com-
pétition existant dans des concentrations plus importantes. Leur vitesse de
division n'est donc pas limité€e ; les tissus se multipliant rapidement arrive-
ront plus vite au niveau de saturation et d'épuisement du milieu, donc le
plateau sera atteint plus rapvidement et 2 cette explication correspond la
courbe du PF ot le plateau les atteint 4 14 j!
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Pour des ensemencements supérieurs, 10 mg/1, le
phénomeéne de saturation du milieu n'est atteint que beaucoup plus tard
(& 56 jours). Ce phénomeéne peut s'expliquer par les faits suivants :

- dés le départ, le volume de milieu par unité de masse de
cellules est plus faible.

- les cellules se repressent les une les autres dans cette
course a l'occupation du milieu.

Dans le cas du PS de 1'ensemencement de 1 mg/ml dont le plateau
a été atteint 4 120 jours, une autre interprétation pourra étre faite : 1la con -
centration d'agrégats par ml de milieu était en-dessous du seuil de ''densité
de population' décrit par STUART & STREET. :

Les tissus ont besoin d'un temps plus long d'acroutumance
(d'accomodation) pendant lequel les divisions se font selon un rythme lent
jusqu'a ce que le seuil de "densité de population" soit atteint. A partir de
ce stade, les divisions sont plus rapides, puis se ralentissent, repressées
par les phénom2nes de compétition du milieu, jusqu'au plafeau

L'aspect des courbes de croissance en milieu Iiquide, de type
sigmoide, correspondent bien aux courbes de croissance okservées sur
des cultures de bactéries et des croissances de plantes supérieures
(LIORET., 1974)
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2 - Etude comparée de la croissance en milieu liquide et gélosé
de deux clones différents (Tc 8 et Tc 11) issus d'un "entretien' sur milieu
gélosé.

Ensemencement de : 10 mg/ml

Technique employée : cf (Matériel et Méthodes)

2.1 - Objectifs de l'essai

Les clones 8 et 11 ayant été utilisés lors d'un essai d'étude
de l'induction et de l'expression de l'organogen2se en milieu liquide et
gélosé (cf. B 2.2 ), il a paru intéressant de confronter les résultats i
ceux fournis par 1'étude de la croissance de ces deux clones en milieu
liquide et en milieu gélosé.

2.2 -_Résultats et conclusions

Cf tableaux 1 et 2 €t courbes 5 4 8(PF, PS)des deux clones. L'étude des
résultats du clone 8 nous met en évidence que la croissance du milieu
gélosé est plus importante que celle obtenue en milieu liquide et ceci tout
au long de la durée de la culture.

Cette différence n'est pas significative pour les 30 premiers
jours de culture.

Il y aurait pour le milieu liquide, comme pour le milieu gélosé
un temps de latence du 4 une réadaptation au nouveau milieu. Ceci s'expli-
que trés bien pour le milieu liquide, cependant, pour le milieu gélosé, la
CCR ne devait pas étre dans un état physiologique propice 4 une reprise

rapide de 1a croissance. La CCR au moment du prél2vement pouvait
étre dans sa phase de ralentissement, au lieu d'étre au début de la phase
exponentielle.

Les mesures 4 ¢0 jours, puis 4 90 jours, montrent que la CCR
sur le milieu gélosé, rattrape son équilibre, donnant plus rapidement des
taux de croissance de 64 19 (PS) au lieude 1,3 et 0, 8 (PS) pour le milieu
liquide-

L'étude des résultats du clone 41 (tableau 2, courbes 7 & 8)
sont un peu analogues 4 ceux obtenus avec le clone 8, cependant la
quantité de matiere fimle & 90 jours est supérieure 4 celle obtenue par
le clone 8, pour une masse initiale identique

Les valeurs obtenues en milieu gélosé sont encore supérieures
3 celles obtenues en milieu liquide, mais leurs différences ne sont pas
vraiment significatives. »

Cependant nous constatons que la courbe de croissance du mi-
lieu gélosé est 4 chaque fois supérieure 4 la courbe de croissance du mi-
lieu liquide. Cette observation peut montrer que le milieu gélosé a une
certaine tendance i se montrer légérement plus favorable que le milieu liqui-
de.

Si nous nous référons aux résultats d'organogenése obtenus avac
ces mémes clones (B.2.2), nous constatons que le clone 8, qui a une plus
faible croissance par rapport au clone 44, présente une plus grande aptitude
a répondre 3 "'1'induction” du passage en milieu liquide organogéne.

Peut-on en déduire que la croissance des tissus d'un clone est
liée 4 son organogenése ? Des essaisvltérieurs (cf C) ont essayé d'y répondre.

Une étude de 1'évolution de la teneur en eau du matériel végé
tal 4 1'état de CCR, placé dans les conditions de milieu liquide, ou restant
sur milieu gélosé, vient confirmer 1"hypothé¢se, formulée au paragraphe (A.1},
d'un choc osmotique au début de la mise en culture.
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Ce phénomeéne est observable 4 to et 4 7 jours (les mesures a
to s'effectuent aprés 24 heures de milieu liquide) Il se caractérise par une
plus faible teneur en eau des tissus placés en milieu liquide : de l'ordre de
84% au lieu de 95% pour les milieux gélosés.

Avu bout de 14 jours les différences s'estompent et les teneurs
en eau avoisinent 94%.

Cette différence observée pourrait s'expliquer, en particulier,
par l'éclatement des cellules en auxesis au moment des changements de
conditions de culture.
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Courbe n°8
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3 - Etude de 1'adaptation des CCR en milieu liquide

3.1 - Objectif de 1'essai

Nous avons vu précédemment qu'une des causes probables
de 1a plus faible croissance en milieu liquide , par rapport au milieu
gélosé, serait du a 1'inadaptation des tissus aux conditions de culture
en milieu liquide. ’

Pour essayer de mettre en évidence 1a nécessité de préparer
les cellules et agrégats cellulaires provenant du milieu gélosé au milieu
liquide nous avons comparé la croissance des_tissus d'un clone (Tc 31)

a leur 1€re gybculture ( condition II) A leur géme subculture (conditionI)
en milieu liquide.

L'étude de la croissance s'est faite par des pesées PF et PS 3
23, 30, 35 et 41 jours selon la technique décrite dans le chapitre Matériel
et Méthodes.

3.2 - Résultats

Les résultats sont regroupés dans les tableaux et courbes,
PF et PS ecorrespondant aux conditions I et I représentant 1'évolution de
la croissance au cours du temps.

Analyse des résultats obtenus apr2s : a) 18T€ subculture (condition II):
- le milieu gélosé permet d'obtenir une croissance
supérieure au milieu liquide.(Tableau n°4 ; courbes n°11letn°12})
- v b) 3 subcultures (condition I):
la croissance sur milieu gélosé est supérieure i celle obtenue en milieu
liquide.{Tableau n*3 ; courbes n°9 et n°10 )
c) Comparaison des croissances
entre les conditions I et I.

Les valeurs du PF i 41 jours en milieu liquide comme en
milieu gélosé pour la condition I (3 subcultures) sont 4 fois plus grandes
que celles obtenues dans la condition II (1 subculture).

Ces résultats nous montrent bien .1az nécessité de placer les
tissus pendant au moins 2 cycles de subculture en milieu liquide afin de
les placer dans les meilleurs conditions de croissance ; les tissus acquié -
rent alors une capacité de se multiplier beaucoup plus grande que dans le
cas ol ils seraient maintenus sur gélose (ce qui est le cas du "procédé")
Cette différence est d'un facteur 4.

4 - Influence d'un "passage' en milieu liquide sur la crois-
sance de CCR cultivées sur gélose.

Nous appelons "'passage' en milieu liquide le séjour d'un
tissu en milieu liquide pendant 1 ou plusieurs cycles avant de retourner
sur milieu gélosé.

Cette description correspond en fait 3 la cond1t10n Idupara-
graphe précédent (clone 31).(Tableau n°3 ; courbes n°9 et n°10)

Nous avons comparé les résultats de croissance obtenus sur
le milieu gélosé et en milieu liquide pour cette condition I. Les résultats
sont regroupés sur le tableau et les courbes PF et PS correspondants.
L'analyse des résultats du PF montre que 4 41 jours la masse obtenue
sur gélose , par rapport 4 celle obtenue en milieu liquide,est 1,7 fois plus
importante (elle est multipliée par 2 4 35 jours).
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Le "passage' en milieu liquide d'un tissu, 4 1'état de CCR, pendant un
ou plusieurs cycles permet d'obtenir une production de masse végétale qui
multiplie par 4 celle obtenue par le procédé, le milieu liquide ne permettant

gu'une augmentation d'un facteur 2.
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Tableau n°3

Tableau de résullals du clone 31 - Conditions I
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4

Tableau n°

Tableau de résultats du clone 3_1"_"— Conditions II
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Courbe n°9
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Courbe n°10
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Courbé n°11
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Courbe n° 12
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III Résultats

B - Etude des capacités des tissus (CCR ou cals primaires) 4 exprimer
leur potentialité organog *ne

1 - Organogensse directe en milieu liquide
1.1 - A partir de CCR

L'étude du comportement de 5 clones différents & 1'état de
CCR en milieu liquide a permis de constater pour certains clones 1'appa-
rition au cours du temps de différentes formes organogénes directement
dans la suspension d'agrégats.

La vitesse d'apparition de ces formes et 1'évolution de celles-ci
diff2rent selon l'origine de ces clones ( cf photos 14 §)

N° de téte de clone TT15 A 12 8 50 17
Nbre de jrs dc% cult.
entre l'ensem" et 20 _ 923 19 81

lvapmrlon des leres
formes organogénes

Nbre de formes orga-

nogénes apparues 2 o7 - 2 1 1
80 jours
type de structure nodules & - emb. emb. racine
emb. stade stade stade
1 1 1

Le milieu utilisé est de type‘organogéne" (cf. paragraphe
milieux, Matériel et Méthodes)), pour ces 5 clones

Les résultats, obtenus 4 partir du clone 77 15 A sont détail-
lés ci-dessous :

- le milieu de culture, 2 1'ensemencement initial, était de type
"organogéne' les premiers embryoides sont apparus dans ce milieu, 20
jours apr2s l'ensemencement.

- Au 26°™€ jour, les embryoides, ayant 1'air d'évoluer en
racines, sont recueillis sur filtre et redistribués sur 4 milieux différents
en ce qui concerne leur composition . en phytohormones

M A B C D
phytohormones
ANA (mg/1) 1 0 2 0
BAP (mg/1) 2 2 2 0

o ————————

Les observations de nodules et embryoides faites a 80 jours
apr2s l'ensemencement en milieu liquide sont regroupées dans le tableau
ci-aprés
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tail\leu%:?nt\ek A | B C D
nodules ek emb™
+ + 4+ 2 2 3 -
+ + 10 4 20 3
+ S 5 10 3

Nombre tota :
de nodules rte | 17 25% 11 16%| 33 49% 6 9%

et emb il

Importance du
verdissement + + + + + + -

L'analyse de nombre de nodules et embryoides pour les 4
variantes par le test du X2 montre que la différence entre les 4 variantes
est hautement significative (X2 = 24,7 ; ddl = 3).

La variante C (ANA 2 mg/1, BAP 2 mg,/1) employée dans le
"procédé' pour l'organogenase sur gélose donne aussi les meilleurs
résultats pour les cultures de CCR en milieu liquide.

1.2 - Embryogenése directe en milieu liquide i partir
de cals primaires.
1.2.1 - Méthodes et Techniques

Les cals utilisés dans cet essai proviennent tous du méme
arbre Melanococca x Guineesis { TC 31) . Ces cals ont été répartis et
maintenus sur 13 variantes pendant 2 mois et repiquésaux 8 nouvelles
variantes, pendant encore 2 mois.

Ces traitements portent sur la nature et la concentration en phytohormones.
Le choix des variantes a été dicté par les résultats obtenus au Laboratoire
dans l'utilisation des milieux gélosés.

Ia premiére partie de 1'essai sur "roller - bottle', dans des
bouteilles de 500 ml contenant 100 ml de milieu. La seconde partie s'est
faite en tube sur ''roller-tube' (ritesse de rotation 2,5 t/mn) dans le but
d'obtenir un plus grand nombre de répétitions par ariante.

Les tableaux ci-apr s donnent les concentrations en phytohormo -
nes pour les différentes variantes :
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jére

subculture
mg (€ A B <. > E F & - 3 < L 1
AN A 1 ° 2 | - 10 & 12 |- 1= |- [ = |~
2-4D - - - — - 05 = o5 /23 9s 1 1
BaP 2 2 1 2 - 12 - ]2 12 2 12 1 i
RADENINE & X | — - - - - - = - 40 | %9 | 49 40
CHRR®ON | — = ~ - | = - - | - - [ 20 | ~ | é0o
2€me gupeulture
~(C . A E G M B o Q R
anNf 1 2 1 -~ e 2 — -
2.4D - 0,§ - 4 - &5 9y |1
BRP 2 - 1 1 9,1 %% il ’
RDENINE S * - - - 40 —_ 30 | 3o 30
CHRRBON . - -~ - 00 [ -~ - l
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1.2.2 - Résultats

A la suite de la 1°T® subculture ; seuls les tissus placés sur
les variantes A, F, G, M ont pu étre repiqués. Tous les autres tissus
présentaient des brunissements importants, souvent accompagnés de
brunissements dans le milieu ; ces cals ont du &tre €liminés.

En ce qui concerne la 28Me phase de 1'essai, il n'2st apparu
d'embryoides que dans 3 variantes. Le tableau suivant donne la sucession
de milieux subis par les cals, ayant donné des embryoides.

Variantes de la |€r% subeulture & G C

2 nde . A e R

” V4

MNbre de [ours ecoules def:ux'.s

le ddbul d& la 279 subeulbure | AT .60 60

_Nbre de ré;éﬁh'ons a la 2°83trel 3 3 3

i,.chm bre de bubes ajmf reponcuc | .. L A L
*

* les photos (6,7 8 ) correspondent & ce cas-ci

Des observations préliminaires nous avaient montré qu'il
y avait, aprés l'apparition de 1'embryoide' en milieu liquide, un léger
développement suivi d'un blocage.Nous avons donc essayé d'obtenir la
poursuite de leur développement en les repiquant sur milieu gélosé sans
phytohormones.

1.3 - Développement des embryoides apparus en milieu
liquide
En ce qui concerne les embryoides apparus i partir de CCR
nous avons réalisé un certain nombre d'observations .
Une étude 3 la loupe binoculaire d'une coupe d'une de ces formes
organog2nes", taite 2 main levée et colorée 4 1'hématoxyline nous a con-
firmé qu'il s'agissait bien d'embryoides

VLC : vascularisation du
limbe cotylédonnaire

ma : méristdme apical

mr : méristéme racinaire
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Ce type d'organisation correspond i celle décrite sur les
embryons de graines d'Elaéis ouineensis Jacq. (VALLADE 1985).

L'ensemble des stfuctures observées sur les photos (4,5¢6 )
correspondent 2 ce type d'embryoides avant la sortie de 1a premigre
feuille.

Mais nous n'avons pas observé par la suite de développement
du méristéme apical, caractérisé par la sortie de la premiére feuille.

Les embryoides apparus en milieu liquide (photos 1,2 et3
sont assez semblables 4 ceux obtenus par KONAR, THOMAS et STREET,
1972 (1.2).

1.4 - Conclusions

Les résultats obtenus dans 1'étude de 1'organogenése sont
trés fragmenfaires, du fait du trop faible nombre de répétitions par
essai (en particulier dans le cas des cals primaires).

Cependant nous pouvons faire certaines remarques :

- les phénomeénes d'organogenése A partir de cals primaires
est possible en milieu liquide. Des embryoides et des racines ont été
obtenus dans certaines conditions :

- on a pu obtenir dans un certain nombre de cas le dévelop-
pement de ces embryoides en jeunes plantes.

Rappelons qu'il ne s'agit pas ici de suspension de cellules
isolées mais de culture de tissu en milieu liquide.

Les embryoides issus de cals ont eu des devenirs trés différents.
Nous avons eu trois types de réponse :

1) le cycle de subcultures G— A a donné un embryoide vrai
( photos 4 et 7) avec un limbe cotylédonnaire bien blanc.

Aprés son repiquage sur milieu gélosé sans phytohormones,
son développement s'est poursuivi laissant apparaitre, 4 mois aprés la
formation de 1'embryoide, une premiére feuille par une déchirure du
cotylédon ( ph- 8)

2) Pour le cycle de subculture G—G, la structure obtenue
avait plutét 1'apparence d'une masse proembryonnaire (HALPEIN 1985 ;
KONAR & al., 1972 -a.b) 1.2., capable par la suite de redonner des
embryoides par embryogengse adventive. Nous n'avons pu cependant
obtenir ce phénoméne aprés transfert sur gélose.

3) L'embryoide apparu dans le cycle de culture C—R s'est
nécrosé aprées avoir été placé sur sur gélose.



PLANCHES PHOTOS



Légende des figures

1) Embryogense en milieu liquide 3 partir de CCR

Fig. 1, 2 et 3 : Embryoides apparus en milieu liquide apras 20 jours
de culture (fig.1 x1,5; fig. 2x 1,9 ; fig.3 x 1).

Fig. 4 : Les mémes embryoides aprés 5 mois de culture (x 5, 6)

Fig. 5 : Les mémes embryoides aprés 5 mois de culture (x 4, 8)

2) Embryogenése en milieu liquide 2 partir de cals primaires

Fig. 6 : Embryoide avec son limbe cotylédonnaire blanc rattaché au cal
primaire dont il est issu ( x5) (& 96 jours de la mise

en culture)

Fig.7:Le méme embryoide repiqué sur gélose {x 5, 4) -

Fig. 8 : Le méme embryoide ayant formé sa premiére feuille 248 jours
de la mise en culture ( x 3, 8).
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2 - Organogenése sur milieu gélosé = Influence d'un passage
en milieu liquide

2.1 - Techniques et méthodes employées

matériel végétal = 68 CCR issus de 5 individus différents.

Dans chaque cas étudié, 4 un lot passant en milieu liquide,
correspond un lot témoin maintenu sur milieu gélosé.

Flaconmage = bouteilles de 500 ml pour le milieu liquide
et flacons de 100 ml.

a) Clones utilisés : 8, 12 A, 12 M2, 20 et 56.

4 variantes ont été confrontées au matériel. Elles portent
sur le type de milieu dans lequel sont placés les clones au 1€T cycle :
"entretien' ou ""organogéne'. Le tableau ci-dessevs explique leurs

caractéristiques.

Ww A 3 3 1
Cucle Tuype de ‘,
! 5 ’me“llcu . |
% . ,
| ¢l> ordansgens { +
°n cle L’I 2nflrefren +
22
3e g \
</c(.xr;g £ orqanogene +
L
o
S, _enlrepren +
£
2 ajcia,s Hileu o
Swivants | orqanogent gelosa + + + +

b) clones utilisés : 8 et 11
Milieux liquide et gélosé comportent 6 variantes en phyto.-

hormones. Le flacon de culture est le méme que pour a)

tableau des variantes ci-apres
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mg /L A 2 3 g =) [~
ANA | y 2 | — . )
DHaAr. 2 o, 4 .o,5 | A 2 . 0,5
4D |, —. -~ |-..0,5 1 - o - ' o5
Hde’nfnc.Su(gah:. — —_ 30. 30 - [ 30

L'emploi @& cette technique , par ' un passage en milieu
liguide', reposait sur 1'hypoth2se de la présence d'inhibiteurs au
sein des tissus de CCR restés sur milieu gélosé bloquant ou freinant
le phénoméne d'organogen2se. Le passage en milieu liquide devait
alors débarasser les tissus des inhibiteurs, rejetés dans le milieu
liquide au moment de la filtration, 2 la fin de ce passage.

2.2 - Résultats

2.2.1 - Résultats concernant les clones 8, 12 M2,
20 et 58.

Le but de cet essai était surtout de comparer 1'action d'un
cycle liquide ""organogene' ou "entretien', de méme durée, sur la fré-
quence d'apparition de nodules et d'embryoides aprés retour sur un
milieu organogéne gélosé.

Sur les 5 clones, mis en jeu dans cet essai, 2 ont exprimé
leur organogen2se, pendant la 18ére phase en milieu liquide.

Les résultats ont été décrits dans le paragraphe (B.1.1).

D'aprés nos observations au cours de l'essai et & partir
des tableaux ( 5 et & ), nous avons pu estimer qu'il existait, pour
un type de milieu donné, un eifet favorable du passage en milieu liquide
sur l'expression des capacités organogsanes.

Cet effet favorable d'un passage en milieu liquide est sensi-
blement marqué pour le clone 58. Le nombre d'embryoides 2 120 jours
de culture pour le traitement 1 est supérieur aux trois autres.

s La comparaison du nombre d'embryoides moyen par flacon,
pour le clone 56 quelque soit leur stade de développement et par stade -
respectif de développement, pour les conditions 1 et 2, est présentée
dans le tableau ci-aprés.
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Tableau 5

CLONE 56

Observations 4 60 jours du début de l'essai

| - A [’H T ‘ ;‘
HMBRE " :uemfohsy%;d‘s 1 2 5 l+
TYPE & STRUCTURES 7 Torg N N N
ORSERVEES ¢ / /" N/T’ T
NomsRE O NODULES ‘5/165 85/163 5V \L,/gB
NoMBRE o €EMBRYOIDES ‘q%o_? “1/20;r _ —
Nbrz Je NODULES & EMBRYO{DES 208/3_?0 1 fa=p 51/320 I -
Nbre de FLRCONS oyanr repondu o 4 3 3
! ESS:C‘\'(E ToTRAL . 9/3 /C( /8 /4{
Nbre Moy EN ' EMBRYCIDES erNODULES 23 24 é >
Par FLALON - |
Observations a4 120 jours
NTes 1 2 3 4

e STrocTures
observels |

mm' N/ | N Ngo I N4

, - - 22
NomaRE O'EMBRYOIDES | STADE 4 ‘50%8! 65/481 A‘/g, /%’l

PRR
STADE De stApe 2 | 133/ s32 43 12
DEVELOPPE MENT 250 250 AS‘O /25'0
sree 30 U0 | s | s -
Nbm ToTRL ¢ (EMBRYOTDES 455 naq 128 Y
oTAL ¢ ! | /:Mé 44 A{é 746 |
Nbre de Facons yanr repondu par L; 8 5
tajpont-a €l c@Bechf ToTAL. 8/8 Af /8 S
Nore MoyEN d’EMBARYOIDES pur ffucon 52 30 17 48

1
1

TMPORTANCE ge CATALLLE des Emsnyo‘fbesi ++++ -4 4 +
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Tableau 6

CLONE 8

Observations 4 60 jours

B g ANTES 1 2 3 &
Nor < T
TyPE de Structures R4 N/ N/ N/ N
ohservees T T T /l"
Nompre de NODULES 85/\2\ 2%1 ‘9‘/’2' \l/[a(
NOMBRE d/ EMBAY0IDES e 4/25_ — s
Nbre de Nodules & d'SMeRYOIDES ws“/qé ?‘L",/q/ yl/qé ;%,
Nbe de FLRCONS cyant ripendu 2
a' e Feif ToTRL 3/8 5’/; 57?‘ /§
Nbre MOTEN ‘e dodubs e Embryoides 2 4 0,3 L 2 |
Par FLACON ! /
Observations a 120 jours
TR AN TES 1 2 3 4
Nore e shruch A oy N N N N
yPe de STrutlare (.
ob:':ue?_,>- /T /F' /T— /r
NOMB>RE ©'EMBRYODES 1 STADE 1 | )~ '5/6_/ q/g'g Q/s.g
PAR. S TADE OE 56 2
DEVE LO TPEMENT STRve 2 % ‘/3 o o
Nbre toTae & 'EMBRYO'PES “24q | $/5g 449 %.9
Nbre de FLARCLON ayanr f‘!'pondu ~ 3
t'eRecrd ToTAL % S/g % 2/{ /g
Nbre Moy EN 4’ Qméqo}‘a’e@ P FLACON 5,4 1,5 O/é 1,5
ITmpariunre de @falﬁ&d&a C.c»ﬂlr?a‘n'deo -+ + -+ +
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i e ot Bt R
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L’étude statistique , pour le test t, du nombre d'embryoides
observés, par stade de aéveloppement, pour le clone 53, nous a montré
que la différence entre la condition 1 et la condition 2 est hautement signi-

" ficative en ce qui concerne les stades 1 et 3.

Cetite différence est significative lors de la comparaison des

embryoides totaux des deux conditions.

» » Comparaison du nombre d'embryoides moyen par flacon
pour le clone 8 dans les traitements 1 et 2.

Sfade de J f.‘ondih'ong Nbre moden|  £carf i valeur de de._qr'c' de
dev.fde UemblY de cult S emb f‘/«flacm . /’ch ddl te Slﬁm'F:eah’m
o Aa . 5,12 19 . ,
stade A f e |oiles NS
2. 4/2‘5' oﬁé
Stade 2 / a (0 Ns
2 0,25 | o{.S
| i -
Coiorjidan | A [ 5025143 .
9l | ! - 0 | gay NS
Bl ; 2 1,5 L1,
| s
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L'étude des résultats du clone 8 montre aussi un nombre
d'embryoides par flacon plus grand dans la condition 1 que dans les
3 autres, mais cette différence n'est pas significative.

Des 2 clones, la comparaison de la moyenne des embryoides
par flacon pour les conditions 3 et 4 montre que le passage en milieu
liquide "entretien' n'apporte rien de plus.

2.2.2 - Résultats concernant l'utilisation de milieux
différents par leur composition en phytohormones.

A la suite des résultats précédents obtenus avec les clones
8 et 56 nous avons confronté de nouveaux matériels i cette technique
en n'utilisant dans ce cas-ci que des milieux organog2nes différents par
leur composition en phytohormones.

Des 2 clones 8 et 11, le 8 a été pris comme témoin. Le clone
11, quant 4 lui présente de grandes difficultés 4 exprimer son organoge-
nése dans les conditions du ""procédé’. Les observations faites i 137 jours
au début de l'essai (soit apr2s 30 jours de milieu liquide et de 2 subcultures
sur gélose) sur le nombre de flacons par variante ayant répondu pour les
2 clones, i l'induction organogénétique, sont regroupées dans les 2 tahleaux
ci-dessous.

- —
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L'analyse des résultats nous montre que la variante en
phytohormones la plus efficace pour le clone 8 est la variante 6 ( ANA
2 mg/1; BAP 0,5 mg/1;2,4-D 0,5 mg/l ; Adénine sulfate 30 mg/1).

Il est 1ntéressant de voir dans cet essai que la variante
comportant les concentrations en phytohormones présentes dans le
"proc/édé" ne donne aucun résultats (variante 5 = ANA 2 mg/1 ; BAP
2 mg/1).

Une comparaison des résultats obtenus en milieu liquide et
en milieu gélosé pour le clone 8 quelque soit la variante en phytohormones
montre que le milieu liquide a une action plus favorable sur 1l'organoge-
nese.

Cette différence est significative : (chorrige de YATES =
4,2 , significatif au risque 0,02 < & < 0,05 ; ddl =1).

2.3 - Conclusions

La différence des résultats entre le clone 8 et le 55 pour
les conditions I et II peut préter 4 plusieurs interprétations sachant que
pour les 2 clones l'ensemencement initial a été analo~ue.

Le plus grand nombre d'embryoides observés sur le clone 56
est le fait :

- soit de sa plus forte capacité i exprimer son organogen2se

- soit de la forte croissance de ses CCR = en effet on peut -
supposer que plus on aura de masse de tlssu et plus on aura des embryoi-
des.

- soit de 1a plus grande rapidité i exprimer son organogenzse.

- les deux derniers facteurs pouvant jouer simultanément.

Cette corrélation éventuelle entre les capacitéc de multiplication
etd' organogenese sera étudiée dans le chapitre C.

Nous avons vu dans 1'étude des 2 cas précédents, avec les
clones 8 et 56 et,8 et 11, que finalement, le passage en milieu liquide
a favorisé de fagon significative l'expression organogéne, au moins
pour 2 clones (8 et 56). Comme dans la majorité de nos études, ces essais
ont mis en évidence l'importance d'hétérogénéité entre les CCR d'origines
différentes.

L'hypothése d'inhibiteurs de 1'organogenése, présents dans
les CCR et éliminés de ces tissus par le passage en milieu liquide, ne
s'est pas vraiment vérifiée dans nos essais. En effet, sur les 6 CCR issues
de 5 individus différents, 2 seulement, ont été sensibles A ce passage.

3 - Etude de l'action d'un milieu conditionné sur la vitesse
et la fréquence d'apparition des embryoides.

L'étude des travaux de STUART et STREET (1969 et 1972) et
de GATHERCOLE et al (1975) (II) et un certain nombre d'observations
que nous avons pu faire sur notre matériel végétal, nous ont conduit 1
réaliser une expérience utilisant le principe de conditionnement des
milieux de culture.

Nous avons fait 1'hypothése que les tissus embryogénes
émettaient dans le milieu des substances activatrices pour la formation
des embryoides.Nous avons en effet souvent fait 1'observation suivante :
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la formation d'un embryoide entraine au sein du tissu l'apparition con-
sécutive de nombreux embryoides et ceci en des points de la culture
distants.

3.1 -Matériel et Méthodes

L'expérience a été réalisée de la mani®re suivante : une
culture 4 croissance rapide présentant habituellement des capacités
organogines importantes issue (TC 56) a été mise en culture en milieu
liquide. Au bout d'une vingtaine de jours, de petits nodules jaunes sont
apparus (trés jeunes embryoides). Le milieu de culture a été alors
récupéré en le filtrant sur filtre de diamatre de pores 0, 22 n.

Le filtrat a ensuite été distribué dans des milieux liquides et
gélosés. Les proportions sont de 1 volume de milieu conditionné ( dans
lequel la CCR organogéne a été placée pendant 20 jours) et de 3 volumes de
milieu neuf . Un témoin constitué uniquement de milieu neuf a été réalisé.

- 2 cultures i croissance rapide ont été utilisées : clone 3 et
17. -

Effectif de 1'essai

’ Te | Dglf.ua'-'on E Lic."ut'd'c @ell'cg.cl
! |

- Afoo% 3 AL

3 .
+5% 3 AL
Aoo 70 3 </
i
- Fs 3 2

- Les cultures en milieu liquide ont été faites dans des
bouteilles de 500 ml contenant 100 ml de milieu.

- Les cultures en milieu gélosé ont &té réalisées dans
des flacons de 100 ml contenant 20 ml de milieu.

3.2 - Résultats

Les observations faites pendant les €0 premiers jours, n'ont
pas permis de noter de différences entre les milieux conditionnés et
non conditionnés qu'ils saient liqguides ou gélosés.

Des deux cycles suivants, aprés retour sur milieu gélosé,
aucun n'a pzrmis d'observer de manifestation de 1'embryogenése.

Cependant le phénoméne d'embryogendse n'a pas été
total2ment impossible en milieu liquide pour le clone 17 - nous avons
observé la formation d'embryoides au stade 1 dans un flacon maintenu
en agitation depuis 3 mois sans repiquage. Le milieu était "organog2ne"
non conditionné. Le peu de résultats nous empéche d'apporter toute
conclusion.
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4 - Etude de l'influence des dilutions d'une suspension
d'a~régats cellulaires sur les potentialités organog2nes d'une CCR

4.1 - Matériel et Techniques

Devant le peu de réponses des clones 3 et 17 dans l'essai
précédent nous avons modifié la technique. Pour cela nous nous sommes
inspirés des travaux de VASIL & VASIL., 1981 (II.1) sur Pennisetum
americanum. _

Ces travaux montrent qu'il existe une certaine relation entre
la dilution de la suspension cellulaire dans le milieu (ml de suspension :
ml de milieu neuf) et la croissance, la couleur, la texture de la suspen-
sion cellulaire et enfin le développement d'embryoides organisés.

Il est encore précisé dans cet article que les faibles dilutions
1:1etl:2favorisaient le développement d'embryoides déji apparus.

Les fortes dilutions 1 : 3 et 1 : 4, quant 4 elles, favorisent la
formation de cellules embryogénes.

Nous avons ainsi mis en pratique ces renseignements, en
utilisant une CCR du clone 31 maintenue en milieu liquide durant 2
subcultures.

Les dilutions utilisées ont été une faible dilution = (1 : 1) et
une forte dilution (1 : &).

Les flacons de culture utilisés étaient des erlens de 100 ml
contenant 30 ml de culture.

Pour chaque dilution, 10 répétitions ont été réalisées.

Les 10 répétitions ont été effectuées avec des aliquots comportant une
méme quantité de masse de cellules et agrégats.

Ia moyenne des ensemencements pour les deux dilutions est:

-1:1 20,5 mg / ml
-1:4 21 mg / ml

Les cultures ont été maintenues en milieu liquide pendant

96 jours sans repiquage.

4.2 - Résultats

Les résultats correspondent i des observations faites a
58 jours du début de l'essai.

Comparaison de 12 moyenne du nombre de nodules apparus

Nom bre de p(ej'lé éc.
Dilutions rc'Pc'h'I-.‘ons m. S dd{ s I..x,'jniﬁca hon
A A4 AO A3
i A9 g 68 Hs™
Ay A0 6,9 H, 8

* significatif au niveau 1%,
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- Le test t montre qu'il existe une différence hautement signi-
ficative entre une faible dilution 1 : 1 et une forte dilution 1 : 4 sur
1'expression des capacités organogénes.

Dans notre essai les fortes dilutions 1 : 4 ont une action plus
favorable sur la formation de cellules embryogenes au stade nodule.

Les nodules sont plus nombreux et plus gros que ceux
obtenus avec la dilution 1 : 1.

Le résultat est assez similaire 3 ceux obtenus par
VASIL & VASIL.

L'état d'avancement de nos résultats ne nous a pas
permis de mettre en évidence l'action favorable de la faible dilution sur
le développement ultérieur des nodules obtenu soit dans le cas 1 : 1 soit
dansle cas 1 : 4. .

Etant donné les quelques données positives portant sur
un seul clone il serait bon de poursuivre une telle manipulation avec un
matériel d'origines différentes.
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C - Analyse simultanée de l'embryogenése et de la croissance pour
des tissus provenant de 5 arbres différents.

1 - Matériel et Méthodes

5 CCR différentes ont été utilisées : Tc 31, 32, 34,
62, 71.

Chaque clone utilisé dans cet essai a été ensemencé en
milieu liquide (avec 10 mg de tissu par ml de solution)

Un lot témoin sur gélose est réalisé et 20 répétitions
sont effectuées dans chaque cas. La combinaison des phytohormones
utilisée est ANA 2 mg/l , BAP 2 mg/] dans le but d'obtenir une embryo-
genése.

Dans chaque clone,10 répétitions sont remises sur milieu
gélosé aprés une durée de 30 jours en milieu liquide (une premiére pesée
stérile P1 est alors effectuée) (traitement 1).

Les 10 derniéres répétitions sont remises sur milieu
gélosé apres une durée de 50 jours (la premitre pesée (Pl) de ce lot
correspond 2 la 20de pesée du 1°7T lot) (traitement 2).

D'autres pesées stériles ont été effectuées a 9C et
120 jours permettant de mesurer la croissance de ces clones.

La réalisation de cet essai nous a permis d'exprimer
les résultats en nombre d'embryoides produits, par unité de masse en
fonction de la durée du cycle et par clone.

2 - Résultats
2.1 - Embryogenese des 5 clones étudiés

L'embryogenése s'est manifestée avec une vitesse va-
riable selon les clones :

s Vitesse d'apparition de l'embryogenése pour les 5 clones

Croisements N°dy clone Nbre deJ\rs de eulthure
DP x Dabou , ?zf So
E . Meclanococca x E. Guineensis 34 63
E. i ” 4 3 L[ e3
L2T x DSD i~ 33
£ Melanvceocea x £. Guineensis 32 Abcence d'embfjcijztﬁé.}e
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Les résultats d'une étude 3 120 jours du nombre
d'embryoides totaux observés par clone pour les 2 traitements ,en

milieu liquide et sur milieu gélosé sont regroupés dans le tableau
ci-dessous

Hiliey Hilieu [’duide Miliey ﬁé/a&e'
Vo rartermnent '

| Clone A 2 4 2
ay 36 0 g5 AFF
34 3 0 > A
34 A LL < o
6L g 0 0 Z
32 o o O )

Ces différents résultats montrent qu'il existe une
forte hétérogénéité de réponse du matériel végétal 3 1l'embryogenése.

Celle-ci se manifeste au sein d'un méme clone pour
un effectif ayant subi la méme histoire, mais aussi entre clone
appartenant & un méme croisement interspécifique = les arbres des
clones 31, 32 et 34 sont tous trois des hybrides melanococca ayant
eu pratiquement la méme histoire depuis leur mise en culture et cepen-
dant le clone 34 est fortement embryogéne, le 31 un peu, le 32 pas
du tout.

Le tableau ( 7 ) exprimant le nombre d'em-
bryoides par masse de tissu 4 tC, 30, 60, 100 et 120 jours pour les
4 clones remet en évidence ce phénoméne d'hétérogénéité du matériel
végétal.
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Tableau n° 7
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Cependant nous pouvons observer que le passage en
milieu liquide peut &tre favorable pour certains clones (71 et 62),
défavorable pour d'autres (34 et 31). Toutefois la durée de ce passage
en milieu liquide ;, la durée du cycle en général peut inhiber fortement
I'embryogenése. En effet, le cycle de 60 jours (traitement 2) inhibe
l'embryogenése des clones 34 , 31 et 62 en milieu liquide et du clone
71 sur gélose..

2.2 - Etude comparative liquide-gélose de la crois-
sance en condition organogéne pour 5 clones 31, 32, 34 , 71 et 82.

Traitement 1 = Passage en milieu liquide de 30 jours.
Traitement 2 = Passage en milieu liquide de 60 jours.

2.2.1 - Influence de la durée du passage sur
la croissance.

Pour une meilleure compréhension des résulfats,
sur les tableaux ( & a42 ), notons que les valeurs de P2, P3 et P4
pour le traitement 1 correspondent, dans le temps , respectivement
aux valeurs Pl , P2 et P3 du traitement 2.

La comparaison des résultats obtenus sur gzélose
entre les deux traitements, montrent que les rapports des résultats du
traitement 1 pour les 5 clones passent de 0,87 & 2,5.
traitement 2

Pour les résultats obtenus en milieu liquide, les
rapports vontde 1,5 4 3.

N° des clones Milieu Gelose Hilleu liduide
U A a4l A8 ald?d
32 AS A3 43
3y 0,37 A,5a 4
74 2als 1 a iy
Xy A5 2,4

La croissance des clones 34,

31 sur gélose pour les

2 traitements est identique. Pour les clones 32 et 32 légérement
supérieur pour le traitement 1.
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2.2.2 - Comparaison du passage en milieu
liquide par rapport au témoin gélosé pour les traitements

Comparaison des taux de croissance par rapport au
poids initial .

Beloge
Liguide Tf’*a:'f‘eme_n/" 4 Trartement 2,
NOcLonvE '

34 01 & 1,5 A2 4 2.9
32 A3 a ATt A,5 a 2,%
3L A, 4 A,9 a 3
'—;1-4, j ©,3 a 3 A a A4, % 1
9 A4 425 | 484 28

* Tes valeurs indiquées correspondent au rapport des taux de crois -
sance en fonction du poids initial du milieu gélosé/milieu liquide.

Nous observons que le traitement 2 provoque des
différences beaucoup plus marquées entre le milieu liquide et le milieu
gélosé. .

La différence s'atténue au cours du temps.

Ce phénoméne d'atténuation de la différence entre milieu
liquide et milieu gélosé s'ohserve sur les taux de croissance partiels
entre P2 et P1, P3 et P2 et P4 et P3 (cf tableaux 8 & 42)

La croissance se ralentit de facon identique a 120
jours pour le milieu liquide comme pour le milieu gé'usé.

Ce qui correspond vraisemblablement & un épuisement
du milieu de culture. ou 4 un ralentissement de 1a vitalité de la culture

2.3 - Conclusions

L'idée de la croissance de l'organogenéese des 5 clones
n'a pu aboutir i la mise en évidence de corrélation entre ces 2 parameétres.
L'hétérogénéité constatée a la fois sur la croissance et a la fois sur
l'organogenése et le trop petit nombre de répétitions par traitement
et par clone peut ftre une des causes.

Cependant le passage en milieu liquide n'a pas empéché
l'apparition d'embryoides sur 4 clones des 5 clones utilisés dans cet essai.
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Clone 32 - Tableau 9
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Clone 34 - Tablea.u 10
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Clone 62 - Tableau 11
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Conclusions & Discussion

La présente étude nous a permis d'apporter un ensemble
de résultats, sur le comportement des tissus de palmier a4 huile en milieu
liquide et sur l'intérét de celui-ci par rapport au milieu gélosé.

Ces r#sultats intéressent deux phénomeénes physiologiques
différents, la croissance et l'embryogenése, dont nous présentons
ci-dessus les conclusions.

I - Croissance

1) Les courbes de croissance des cultures i croissance rapide
en milieu liquide comme en milieu gélosé sont de type sigmoide.

2) L'etude des courbes de croissance en milieu liquide et en milieu
solide, montre qu'il semble que ce dernier soit plus favorable a 1'aug-
mentation en masse bien que nous n'ayons pu metire en évidence de diffé-
rences significatives dans nos conditions d'expérience.

3) La nécessité d'une adaptaticn des tissus en milieu liquide,
avant que ceux-c¢i ne parviennent a leur développement optimum, a
été miseen évidence. Cette adaptation est rendue possible par un ou
plusieurs passages(ou subcultures) en milieu liquide, permettant i la
fois de raccourcir le temps de latence d'augmenter la vitesse de
croissance et d'aboutir & une masse plus importante de tissus.

4) Un passage de plusieurs cycles en milieu liquide permet, aprés
retour sur gélose, d'obtenir de frés bons taux de croissance = ceci nous
a permis dans nos essais de multiplier par un facteur 4 la masse de
CCR produite, comparativement au ""procédé"” sur gélose.

II - Embryogenése

Les tissus de Palmier 4 Huile i 1'état de cal primaire
et 4 1'état de CCR ont montré leur capacité 4 exprimer une embryoge-
nése directement en milieu liquide adapté. Cependant ce phénoméne
s'est avéré peu frégquent dans nos divers essais.

L'embryogenese a été beaucoup plus sensible au passage
en milieu liquide ; 4 clones sur 8 ont répondu de facon significative
A l'induction par passage en milieu liquide.

Ce type de traitement, bien que présentant une forte
hétérogénéité de réponse interclonale, a permis d'augmenter la néo-
formation d'embryoides et d'en raccourcir la phase d'obtention.

La recherche de corrélation entre la croissance des
clones et l'embryogenase n'a pu aboutir, du fait de la trop grande hété-
rogénéité du matériel.

Il a pu étre mis en évidence , dans le cas de tissu
de Palmier i Huile, de 1'influence des dilutions d'une suspension d'agrégats
cellulaires sur l'embryogenése.

Ce fait avait déja été observé par VASIL et VASIL.,
(1981) sur Pennisetum americanum
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Les conditions d' éclairement des cultures dans lesquelles
nous avons été contraints d'opérer{ 0,8 W/m? (180 lux) 2 2,1W/m?
(420 1ux)|nous ont permis de reconfirmer la précarité de 1'emploi d'un
éclairement trop fort pour l'expression de l'embryogenése.

Des essais préalables, réalisés par des membres de
laboratoire avaient montré quune intensité de 2,4 W/m?suffisait pour
l'expression de l'embryogenése.

Notre étude montre donc qu'il est possible de faire
croitre des tissus de Palmier & Huile en milieu liquide.

Un passage de un ou plusieurs cycles dans ce méme
milieupermet une croissance des tissus sur gélose accrue par
rapport & celle obtenue dans les conditions du ""procédé'. Ces passages
pourraient ainsi permettre, si besoin est, d'accélérer l'obtention d'une
masse définie de CCR.

Ces mémes passages, ayant une action stimulatrice de
l'embryogenése de certains clones, pourraient é&tre ainsi utilisé pour
l'accélération de production d'embryoides pour des CCR définies.

L'action favorable du passage en milieu liquide sur la
croissance et sur l'embryogenése de certains clones peut nous suggérer
qu'il y a eu par ce traitement, un effet de '"'réjuvénation' des tissus.
Dans l'état actuel denos travaux nous ne pouvons répondre i une telle
hypothese.

On peut donc penser que si l'on souhaite généraliser
l'utilisation du milieu liquide, il faudra, auparavant, chercher i faire
intervenir des facteurs nouveaux tel que : des milieux variant par
leur composition et leur concentration : en macroéléments (tel que
le rapport NHa ) et en sucre. Ces travaux pourraient ainsi étre

NOgz
comparés aux résultats déji obtenus sur ces facteurs par des membres
du laboratoire, et apporter des données sur les besoins spécifiques
de chaque clone. -



INDEX BIBLIOGRAPHIQUE

Nous avons, dans 1'étude bibliographique, distingué les tra-
vaux réalisésa partir de Dicotylédones, des travaux réalisés a partir
de Monocotylédones pour deux raisons principales :

1) Tout d'abord, l'essentiel des premiers travaux portant
sur les techniques de culture de tissu en milieu liquide ont été effectués
4 partir de Dicotylédones. Celles -ci ont présenté d2s le début une grande
aptitude 4 supporter les conditions d'une culture de tissu in vitro.

2) Le Palmier 4 Huile appartenant 4 la classe des IIonoco -
tylédones, il nous a fallu présenter i la fois les travaux réalisés en mi-
lieu liquide sur cette dernire classe et les travaux réalisés sur gélose
4 partir de plantes appartenant aux Palmées, ces derni2res n'ayant jamais
été confrontées au milieu liquide.

Une troisidme partie de 1'index regroupe les travaux
concermant la variabilité du matériel végétal en culture de tissu, cette
notion ayant une importance évidente.
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