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I ntrod u cti o n 
Plusieurs données relatives aux recherches sur la 

multiplication végétative in vitro des cafkiers, dits de 
basse altitude, dont l'Arabusta, ont été précisées 
lors de publications antérieures. Les techniques 
d'induction de bourgeons néoformés ou d'embryons 
somatiques avaient alors été mises au  point sur frag- 
ments de tiges orthotropes jeunes, chlorophylliennes 
(Starirsky, 1977 : Dublin, 1980). 

Les disponibilités en ramifications de ce type 
demeurent cependant 1imiti.e~ maigri les tailles 
périodiques indispensables pour assureí leur renou- 
vellement. Les feuilles, par contre, constituent un 
matCriel abondant, toujcurs dispoilibie et faciie 6 
renouveler. 

Par ailleurs, l'expérience montre que les taux 
d'infecrion sur explants de feuilles si;ni: toujours tris 
faibles, et sans comparaisoo avec les caw &vGs que 
l'on obtient sur fragments de tiges. 

Sharp ti: Söndbd (1977) furerit les pre&rs B uri- 
h e r  les fragments de k d l e s  dans i 'embryogdse 
somatique chez les caF6iers cultive's. Le :xplzrits de 
feuilles utilisCs par ces auteurs prodQisaient des 
embryons sor;i?tiqr?es au bout de cinq h sept mois Je 
culture. apr?;, pa-ìsage obligatoire paí une phase : 
Ca! ind ifErenci6. 

.r.;e:nt pour but 

feuille, plus rapidement et s~r.io~li: s n s  pz 1 q e  par 
un cal indiffkremié, de f q o n  Q Ilm;xr 311 ir'ieuu les 
risques de variation gCn&ique, toujours p o ~  &les 

Un autrc objectif est d'examiner les degris de 

Les recherches enrrepiiszs ici 
d'obteilir des eirLbrq.ijns i<?mt q ! ~ -  x <Id: rien<; de 

1 lors d'une callogenèse prolongée. 

* BP 5035, 34032 Montptllier. 

conformité. au plan agronomique, des caféiers issus 
de différents niveaux d'embryogenkse somatique. 

Mathriel et m e t h ~ d e s  
Les feuilles ont été prélevées sur les ramifications 

plagiotropes de divers clones d'Arabusta, introduits 
de Côte d'Ivoire et cultivés en serre depuis trois ans. 

Seules les Eeui!les jeunes bien développies des 
deux nceuds les plus proches du bourgeon terminal 
ont 2tC utilisées. 

La désinfection est faite par trempage des itui!les 
dans une solution d'hypochlorite de calcium (2% 
chlarimktrique) a Y :;, additionnk de quelgliei 
gomes de tween 80, pendapt 30 min et rinyag's 
(trois fois) h l'eau st6rile. 

Les explanrs constitués par des fragment5 de 
limbe de 2 cm de cdté ont été taot6t imrnergcs 5 
mi-buteur dans les milieux de culture, tantôt il+-+ 
s s  9 la w r f x c  de szm-ci @hora I). 

ont 2tC pla&s dans 12s chambres de cidtiir? B 27 "C. 
soit h I ' o b c ~ r i t i  continue, suit sotis iln éclaircrwct 
5 1 OC0 lus. dt.e; un regin-r l e  12 h d'idairermct st 
12 h J't.;.. ..u;:rt 

t es  flacons c'omilant milieu W culture et  expiant 
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Le pM a é t i  ajustC B 5,6 avant addition de Vagar. 
Une seule auxine : l'acide 2,4-dichlorophénoxy- 

acétique (2,4-D), et une cytokinine : le 6-benzyl- 
amino purine (BAP), ont étC utilisées. Les concentra- 
tions ont varié entre 0,Ol et 1 mg/l pour le 2,4-D et 
entre 1 et 10 mg/l pour le BAP. Dans quelques cas 
de l'adénine (40 mg/l) et de l'extrait de malt (400- 
500 mgIl) ont été ajoutés séparément ou en combi- 
naison aux milieux de différenciation. 

R 6su liats 

L'embryogenèse somatique directe sans formation 
de cal a été obtenue sur milieux riches en cytokinines 
et dépourvus d'auxine. Après mise en culture, il se 
forme un très léger cal de cicatrisation sur les bords 
des explants. 

Les embryons apparaissent au niveau des ner- 
vures qui affleurent la surface des milieux de 
culture. 

Ces embryons se différencient trois mois après la 
mise en culture des fragments de feuille, qui dans 
l'intervalle ont perdu toute trace de leur color-t' a lOn 
verte d'origine (photo 2). 

La précocité et l'importance de cette embryoge- 
nèse varient selon l'origine génétique des explants, 
leurs dimensions, le niveau auquel ils ont été pré- 
levés s u r l a  feuille et selon aussi leur orientation 
dans les milieux de culture. 

Repiqués sur milieu de développement (Dublin, 
1980), ces embryons, dont les zones racinq' d e s  et 
cotylédonaires sont Sian diEérencikes, se dévelop- 
penr ra? idement en plantules organisées avec feuilles 
et raci ces. 

sur un milieu addirionné de 2,4-D (0,Ol à 1 mg/l), 
puis placés en lumière après repiquage sur un milieu 
de différenciation à base de BAP (1 à 10 mg/l). 

Durant la phase de callogenèse B l'obscurité, des 
cals blancs, crémeux, plus ou moins compacts selon 
les doses de 2,LCD utilisées se développent rout 
autour des fragments de feuilles. 

Après repiquage sur milieu de différenciation et 
passage à la lumière, ces cals prennent une colora- 
tion brune et produisent soit des embryons soma- 
tiques bien organisés, mais en nombre limité, soit des 
cals secondaires de deuxième génération (photo 3). 

Ces cals secondaires présentent une structure gra- 
nuleuse, friable, leur coloration jaune pâle contras- 
tant très fortement avec le brun foncé des cals pri- 
maires (photo 4). 

Laissés sur milieux de différenciation, ces cals 
secondaires évoluent et donnent naissance à un 
nombre impressionnant de protubérances minus- 
cules correspondant à autant d'embryoïdes, qui 
selon les conditions de culture peuvent rester blo- 
qués B un stade globulaire plus ou moins avancé 
(photo 5). 

Ces cals secondaires, fortement embryogenes, 
correspondent aux cals H. F. S. E. (High Frequence 
Somatic Embryo) de Söndhal et Sharp (1977). 

Repiqués en temps utile, ,ur un milieu de déve- 
loppement additionné d 'adhine ou d'extrait de 
malt, ces cals embryogènes conduisent à un nombre 
impressionnant d'embryoides, qui se transforment 
en autant d'embryons organisés avec épicotyle et 
feuille cotylédonaire (photos 6, 7, 8). 

Transférés sur milieu d'enracinement f Dublin, 
1950), ces embryons Cmettent racines ecfeuilles et se 
dét eloppent en planru!es. On peur encore renforcer 
leur enracinement par un trempage de leur zone épi- 
cotylaire dans une solution auxinique (Ars 10 
à 100 mgil) pendant 24 h, suivi d'un repicpage 
sur un milieu rr,idraI (MS x 1/21 sans aurzine 

. 

!photo 9). 
Les ph&ìomines de blocage des e d ~ y o l d e s  a 

stade globulaire plas ou moins a x " ,  ïencontrPs 
lors de l'embryogen2se somrt iq~e sur fragments & 
feuille, son[ la conskqi~ence de deslq!i!ibres n u t ~ t i f s  
ou hormunzetx. 

ter ces ctrrtts ALI d&e!oypcm.eni- 
TtêS SOEYKit  IlXi T33iqlYdg'2 î C & X G e  F C I Z I 2 t  d'; - 

Photo 1 .  - Explant de feuille d'Arabusta dans LIE milieu d'induction directe d ' t " ~ f i g ~ z 6 : ~  s n ~ a t ~ q u e  

Photo 2. - Embryogenkse snmatif;u:: directe, sans femaliorr prtalnble de cal indiEwxi6, sur fx~rii.e'nt de fen% d'Arabuci3 

Photo 3. - Embryogedse somatique sil; cal primaire de feuille d'Arabusta 

Photo d. - Cals secondaires embryogknes, friables, diÍÏ6renciés sur c 3 ' 5  primaires de feuille d'Arabusta 
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Photo 9. - Plantule #Arabusta issue d'un embryon 
somatique, repiquie sur milieu d'enracinement 

Discussion et conclusion 

Les Fragments de feuilles jeunes de caféier Ara- 
busta constituent un matériel très pratique pour 
l'obtention d'embryons somatiques et de plantules 
chez ce végétal. 

Selon les séquences et  les milieux de culture uti- 
lisés, les embryons somatiques peuverìz: Erre obtenus. 
soit directement, sans passage par une phase cal 
indifErenciC, soir après formation de cals primaires, 
soit après formation de cals secondaires tres forre- 
ment embryng?nes. 

Ces trois niveaux d'induction d'embryogcnPx 
somarique correspondent 2. des CchGances &&nient 
diErentes : de ix  B trois mois pour les enbrj l ins  
io-!aits directement. cinq Q huit mois pour ¡es 
embryons issus de cals prixiaires ou secondaires. 

Les cals de deuxième génération, toujours Forte- 
ment embryogènes, conduisent à des effectifs 
(nombre d'embryons par explant) considérables par 
rapport à ceux obtenus en embryogenèse directe ou 
en embryogenèse sur cal primaire. 

Les anomalies de conformation (embryon bloqué 
au stade globulaire, cotylédon atrophié, déséqui- 
libre entre développement caulinaire et ïadiculaire) 
sont d'autant plus fréquentes que leur délai de diffé- 
renciation a été plus longtemps retardé. 

II est donc probable que le degré de conformiti 
des caféiers i&us d'embryons somatiques sera 
variable selon les niveaux d'induction et les délais 
d'apparition de ces embryons. 

Les cals de deuxième génération, fortement 
embryogènes, pourront ètre source de diversité 
génétique utilisable dans le cadre d'un programme 
d'amélioration génétique du caféier. 

L'embryogenèse somatique directe. par contre, 
bien que d'un rendement moindre que l'embryo- 
genèse sur cal secondaire, devrait conduire à un 
meilleur niveau de conformité. 
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DUBLIN (P.). - Dkekte somatkche Embryogenesis 
zuf Blttterfrzgmrnten 'YOR KaEeebaum kabusta. 
Café Cucao Thé (Paris), vol. XXV, nO4, oct.-déc. 1981, 
p. 237-242, 9 photos, 7 réf. 
Die vom Autor angestellten Forschungen bezylrecken 

einerseits somatische Embryone auf Slatlerfragmenten 
zu erzielen ohne bei einem diflèrenzierten Kallus zu 
gehen, andererseits den Konformitätsgrad in agro- 
nomischer Hinsicht der aus den verschiedenen Stufen 
somarischer Embryogenesis hervorgegangenen KafTee- 
bäumen zu untersuchen. 

Die fiir die Gewebeausschneidungen verwendeten 
Biäirter werden auf den plagiotropen Verzweigungen 
verscfiiedener Arabusta Klone entnommen. 

Die Grundnährlösung besteht aus den mit Vitaminen 
von Morel und von Saccharose (30-40 g/l) versetzten 
Nährboden von Murashige und Skoog. Die Näh-  
lösungen @H 5,6) werden mit Bacto Difco Agar 
erstarrr und während 20 min im Autoklav belassen. 
Die 2,4 Dichlorphenoxyessigsäure und das 6-Benzyl- 
aminopurin in Konzentrationen zwischen 0,01 und 
1 mg/! bezw. 1 und 10 mg/l werden benutzt. In  gewis- 
sen Fallen wurde Adenin (40 mg/I) Oder Maltextrakt 
(400-500 rng/l) gerrennt Oder in Verbindung den Dif- 
ferenzierungsnährlösungen hinzugefiigt. 

Die direkte somatische Embryogenesis ohne Kallus- 
bildung wurde auf Nährlösungen erzielt, die reich an 
Cytokininen und frei an Auxin waren. Die somatischen 
Embryone können ebenfalls nach Sildung von pri- 
mären Kallus und nach der sekundären stark embryo- 
genen Kaiius erzielt werden. 

Die Kallus des Nachzuchts können im Rahmen eines 
Programms genetischer Verbesserung des KaEebaums 
verwendet werden. ObwoN die direkte somatische 
Embryogenesis weniger ertragbringend ïst ais die auf 
sekundären Kallus diirfte Sie zu einem besseren Kon- 
formitätsgrad fiihren. 
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DtBLIN (7.). - Direct samatic ezi 
f rE_pzi ts  of - i t r n s h  c&ee tree leaies. Café Cacao 
TfzP (Paris), vol. XXX, no 4, oct.-dCc. 1981, p. 137- 
242, 9 photos, 7 ïéf. 

The ahjcct of the rscmch m k d  out by the author 
1 7 s  ta obttia sometic embryos on fra-gnents of leaves 
: :;ï&y, aSthout ps.si0g throrrsk a differentiated callus 
s:zge, sand dso to manine the d c g e s  of cmformity, 
fiam "uc agcnomic point of Tjiew, of ihe coffee trees 
:$?+5iId frorn r a i o ~ ~ s  Ica els of somztic ~ m h r ,  c cenesis. 

om the 
~. giotropir r;tm5cdtioiis of '&e \ëiricrus Arzbusta 
clcms. 

Ttie k s ï c  cillmre mzdium corisisrs of a A'lurahige 
and Skoog mzdirrm to which Morel i i imins and 
sacchuose (30-45 g/l) have been aided. The medi: 
~ f l H  5.6) were s o i i e e d  with Eacto Bifco .Assr sac' 
were piaced in an zmtadave Tar 20 min. 2.L6'zhIoro- 
p52noryacetic acid and &~e.n~y~-&opUriip were 
urd zt cmcecîratiom respectively ~P,;wc~Q 0.01 and 
1 mgli and 1 and 10 mgII. kn sam cases, ¿deEiae 
(4 mg,'If and malt extract (4.00-500 mg/lf were added. 
separalely or in combination, to the differentiation 
media. 

Dirat sovsttic embryogenesis without the fmma- 
tion of calius was obsained on media rich in cytoki- 
nins. devoid of amine. Somztic arnbryos can 2lso be 
crhtain-5.' aftcr the forriation of priïraai-y calluses, or 
a f w  rhat of vzry highly embryogenic secondary cal- 
iuses. 

Second generbion calluses can be used in a coffee 
xree generic im?rovement programme. Direct somatic 
embryogenesis. although giving a smaller yield than 
thar obtained on stcondary callus, should lead to a 
better conformity level. 

The k v e s  mecl for il- z;rplín!s -.x ere f&;-i:eï~ 
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DUBLIN (P.). - Embriogénesk somática directa sobre 
fragmentos de hojas de czfeto Arabusta. Café Cacao 
Thé (Paris), vol. XXV, no 4, oct.-déc. 1981, p. 237- 
242, 9 photos, 7 réf. 
Las investigaciones emprendidas por el autor tienen 

como meta obtener rápidamenre embriones Somá- 
ticos sobre fragmentos de hojas, sin paso por un callo 
diferenciado y, asimismo, examinar los grados de 
conformidad, desde el punto de vista agronómico, 
de los cafetos procedentes de distintos niveles de 
embriogénesis sonìática. 

Las hojas empleadas para las <( explanritas )) han sido 
tomadas en las ramificaciones plagiotropas de diversos 
clones de Arabusta. 

El medio básico de cultivo está compuesto por el 
medio de Murashige y Skoog, con adición de vita- 
minas de Morel y de sacarosa (30-40 g/l). Los medios 
(pH 5,6) se solidifican con Bacto Difco Agar y estan 
sometidos a un paso por autoclave de 20 min. El ácido 
2,4-diclorofenoxiacético y el 6-bencil-aminopurina se 
emplean con concentraciones comprendidas respecti- 
vamente entre 0,Ol y 1 mg/l y 1 y 10 mg/¡. En cierros 
casos, se añade adenina (40 mg/l) o extracto de malte 
(400-500 mg/l) ya sea por. separado o en combinación, 
a los medios de diferenciación. 

La embriogénesis somárica directa sin formación 
de callo ha sido obtenida en medios ricos en citokininas 
y desprovistos de auxina. Los embriones somáticos 
nueden también ser obtenidos tras formación de 

- 

callos primarios o después de aquella de callos secunda- 
rios muy fuertemente embribgenos. 

Los callos de segunda generación podrán ser uti- 
lizados en el contexto de un programa de mejora gené- 
tica del cafeto. A pesar de arrojar un rendimiento inenor 
que aquella sobre callo secundario, la embriogénesis 
sornática directa debería dar lugar a un mejor nivel 
de conformidad. 
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