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!ntroductlon

PIuSIeurs données relatives aux recherches sur la

:multiplication végétative in vitro des caféiers, dits de

~ basse altitude, dont I’Arabusta, ont été précisées

lors de publications antérieures. Les techniques
d’induction de bourgeons néoformés ou d’embryons
somatiques avaient alors ét€ mises au point sur frag-
ments de tiges orthotropes jeunes, chlorophylliennes
(Staritsky, 1977 1 Dublin, 1980). ‘

Les dispouibilités en ramifications -de ce type

demeurent cependant limitées malgré les tailles
périodiques indispensables pour assurer leur renou-

vellement. Les feuilles, par contre, constituent un
matériel "aboundant, tOL]CLlI'S disponible et facile &
renouveler. ‘

Par ailletirs, Pexpérience montre que les raux

d’infection sur explants de feuilles sont toujours trés
faibles, et sans comparaison avec les taux élevés que
'on obtient sur fragments de tiges. ‘

Sharp et Sondhal {1977) furent les premiers & uti-
liser les fragments de .feuilles dans Pembryogendse
somatique chez les caféiers cultivés. Lz :xplants de
feuilles utilisés par ces auteurs produisaient -des
embryons somatigues au bout de cing & sept mois de
culture, aprés passdge obligatoire par une phase :
cal indifférencic. ‘ .

Les recherches entreprises ici <
d’obtenir des embryuns some < ques - ur fragneniz de
feuilles plus rapidernent et su:Tont sans pa.sage par
un cal indifférenci¢, de fagon 2 Lm.u:r an mieuy les
risques de variation génétique, toujours posaiibles
lors d’une callogenése prolongée.

aient pour but

Un autre objectif est d’examiner les degrés de’

* BP 5035, 34032 Montpellier.

'Café Cacao Thé, vol. X
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“ont été placeés dans les chambres de cultuye 2
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conformité, au plan agronomique, des caféiers issus
de différents niveaux d’embryogenése somatique. |

Matériel et méthodes

Les feuilles ont été prélevées sur les ramifications
plagiotropes de divers clones d’Arabusta, introduits
de Cote d’Ivoire et cultivés en serre depuis trois ans.

Seules les feuilles jeunes bien développées des
deux nceuds les pILs proches du bourceon terminal
ont été utilisées.

La désinfection est faite par trempage des feuilles
dans une solution d’hypochlorite de calcium (2207
chlorimétrique) & 9 °4, additionnés de guelques
gourtes de tween 80, pendapt 30 min et ringage
(trois fois) 4 Peau stérile.

Les explants constitués par des fragments de
limbe de 2 cm de ¢Oté€ ont été tantdt immergés &
mi-hauteur dans les milisux de culture, tantdt dépo-
sés & la surface de ceux-ci{photo 1).

Les flacons contenant milien de culture et explant
27 °C,
soit & "obscurité continue, soit sous un éclairement
3 4 000 lux aver un régime de 12 b d’éclairement <t
12 hdobouritd, '

Mil -ux de culiure

‘Le miliev de base cohprenait en général les
ments minéraux da miliea de Murashige et Skoog
additiouné des vitamines de Morel ef de saccharose,
30-40 ¢/l Les milieux ont £té solidifiés avec de I'agar
(Bacte Difco Agar), 7 g/l, et pasgh R Qo

115 *C pendant 20 min.
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Le pH a éié ajusté a 5,6 avant addition de I’agar.

Une seule auxine : P'acide 2,4-dichlorophénoxy-
acétique (2,4-D), et une cytokinine : le 6-benzyl-
aminopurine (BAP), ont été utilisées. Les concentra-
tions ont varié entre 0,01 et 1 mg/l pour le 2,4-D et
entre 1 et 10 mg/l pour le BAP. Dans quelques cas
de P’adénine (40 mg/l) et de I'extrait de malt (400-
500 mg/l) ont été ajoutés séparément ou en combi-
naison aux milieux de différenciation.

Résuliais

Embryogenése somatique directe

L’¢mbryogenése somatique directe sans formation
de cal a été obtenue sur milieux riches en cytokinines
et dépourvus d’auxine. Aprés mise en culture, il se
forme un trés 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 apres la
mise en culture des fragments de feuille, qui dans

Pintervalle ont perdu toute trace de leur coloration,

verte d’origine (photo 2).
La précocité et I'importance de cette embryoge-
nése varient selon P'ocigine génétigue des explants,

leurs dimensions, le niveau auquel ils ont té pré-.

levés surla feuille et selon aussi leur orieniation
dans les milieux de culture.

Repiqués sur milieu de développement (Duhhn,
1980), ces embryons, dont les zoues racinaires et
cotylédonaires sont bien différencices, se dévelop-
pent ravidement en plantules organisées avec teuslies
et racines. '

Embryogenése. somatigue indivecis avec

formation préalable de cal

Dans (2 cas d’embryogenéss somatique avec for-
mativn oréalable de cal, les explants de feuilles ont
¢t€ mis : Vobscurité pendant quatre 4 six semanes,

sur un milieu additionné de 2,4-D (0,01 & 1 mg/l),
puis placés en lumiére aprés repiquage sur un milieu
de différenciation a base de BAP (1 a 10 mg/l).

Durant la phase de callogenése & ’obscurité, des
cals blancs, crémeux, plus ou moins compacts selon
les doses de 2,4-D utilisées se développent tout
autour des fragments de feuilles.

Aprés repiquage sur milieu de différenciation et
passage 4 la lumiére, 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 deuxiéme génération (photo 3).

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

Laissés sur milieux de différenciation, ces cals
secondaires évoluent et donnent naissance a un
nombre impressionnant de protubérances minus-
cules correspondant & autant d’embryoides, qui
selon les conditions de culture peuvent rester blo-
qués & un stade clobulalre plus ou moins avancé
(photo 3).

Ces cals secondalres fortement embryogénes,
correspondent aux cals H. F. 8. E. (High Frequence
Somatlc Embryo) de Sondhal et Sharp (1977).

Repiqués en temps utile, sur un milieu de déve-

loppement additionné d’adénine ou d'extrait de

malt, ces cals embryogénes conduisent & un nombre

~ impressionnant d’embryoides, qui se transforment

en autant d’embryons organisés avec épicotyle et
feuille cotylédonaire (photos 6, 7, 3).

Transféréds sur  milieu d’enracinement (Dublin,
1980), ces embryous émettent racines et feuilles et se
développent en plantules. On peut encore renforcer
leur enracinement par un trempage de leur zode épi-
cotylaire dans une sclution auxinique (AIB 10
a 100 mg/l) pendant 24 h, suivi d’un repiquage
sur un milien minéral (MS x [/2}) sans auxine
{photo 9). , ’

Les phénoménes de blocage des embryocides 2.
stade globulaire plus ou moins avancé, renconirés
lors de Pembryogenése somatique sur fragments de
feuille, sont la conséquence de diséquilibres mumitifs
ou hormonaus. ,

Trés bOL‘i““‘U up rEpigquags pricode permet 7€ -
ter ces artsis du développement.

Phote 1. — Explant de feuille d’Arabusta dans un miliew d’induction directe dembryogentse somatioue

Photo 2. — Embryogenése somaticus directe, sans formation préalable de ‘cal indifffrencié, sur fragment de fenills d’Arabusm

Photo 3. — Embryogenése somatique sur cal primaite de feuille d’Arabusta

Photo 4. — Cals secondaires embryogénes, friables, difffrenciés sur c»!s primaires de feuille d'Arabusta
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Photo 9. — Plantule d’Arabusta issue d’un embryon
somatique, repiquée sur milieu d’enracinement

Discussion et conclusion -

Les fragments de feuilles jeunes de caféier Ara-
busta counstituent un matériel trés- pratiqie pour
. Pobtention d’embryons somatiques et de plantules
chez ce végétal. -

Selon les séquences et les milieux de culture uti-
lisés, les embryons somatigues peuvent &tre obtenus,
soit directement, sans passage par une phase cal
indifférencié, soit aprés formation de cals primaires,
soit aprés formation de cals secondaires tres forte-
ment embryogsaes.

Ces 'trois mniveaux d’induction demnryogem
somarique correspondent & des échéances également
différentes : deux 2 trois mois pour les embryuns
nrinits directement. cing & huit mois pour les
emoryons issus de cals primairss ou secondaires.

Photo 5. — Cals secondaires izés fortement embryogéus aves

Phot 6. — Embryons som atiques zu stade globulaire
développement

Les cals de deuxiéme génération, toujours forte-
ment embryogénes, conduisent & des effectifs
(nombre d’embryons par explant) counsidérables par
rapport & ceux obtenus en embryogenése directe ou
en embryogenése sur cal primaire.

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

Il est donc probable que le degré de conformité
des caféiers issus d’embryons somatiques sera
variable selon les niveaux d’induction et les délais
d’apparition de ces embryons.

Les cals de deuxiéme génération, fortement
embryogeénes, pourront étre source de diversité
génétique utilisable dans le cadre d’un programme
d’amélioration génétique du caféier.

L’embryogenése somatique directe, par contre,

‘bien que d’un rendement moindre que l'embryo- -
‘genese sur cal secondaire, devrait conduire 4 un

meilleur niveau de conformité.
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embryon en début de différencistion du siade globulaire

Photo 7. — Embryons somatiques au stade :' début de différenciation des feullles cotylédonaires mus: d'un cal sevondaire
trés fortement embryogéne, repiqnd sur un milien de devel‘*r‘g@ment d‘emaryum

Photo 8. — Embryons somaflql_e\ d’Arﬂ bus¢ a aveg hypocotyle et feujlle cotylédonaire au terme de leur développement avec déhat

d’enracinement
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DUBLIN (P.). — Emhrregenise sormcficne directe sur
i’

frazocnts de feuilles de callier 4 ”E’-‘Q. Café Cacao
Thé (Paris), vol. XXV, n? 4. oct.-déc. 1981, p. 237-242,
9 photos, 7 réf.

I es recherches entreprises par I'zuteur ont pour but,
d’une part, d'obienir repidement des embryons soma-
tigues sur fr sinente de faujlles sans passage par up cal
différencié, < zutre part, d'examiner Jes dogrés de confor-
mité, sur le , “zn agronomicue, des  fElers issus de diffé-
rents niveaus dembryogendse so atigue,

Tes fenilles wiilisdes nour les 5*;L.nis .t éié préele-
vées sar Tes ramifcatic s plagiotropes de divers clones

d Argbusta.

Le milicu de base de culiure est compesé do milieu de
> Turashige et Skoog zddit onné des vitamines de Morel
et de sacchaross (30-40 gilh. Les milieux (ph 5,6) sont
solidifiés avec dr Bacto Drifco Agar ot passés & auro-
clave pendant 20 min. L zcide I.4-dichlorephenosy-
acérigue et le 6—b~n~\l—¢n€nopmi‘1 SN CONG ntrauc-m
respectivemen! comprises entre 001 et 1 mgfl et
et 16 mogfl somt utilisss, Dens certaine cas, de Fadénine
{40 = mg) 1y et de Iextrait de malt (400-500 mg/l) ont été

ajouiés séparément ou en combinz xon aux milieux de

différenciation.

Lerchrvogenése somatigue direr  sans formation de
cal a &{é obtepue sur milieux ricliez en cviokinipes et
dépourvus d’auxine. Les embryons somatigues peuvent
&egalement ire obtenus aprés formation de cals primaires
ou apres czlle de cals secondaires trés foriement embryo-
génes. ‘

Les cals de deuxiéme génération pourront &tre utilisés,
Zans le adre d'un programme d'amélioration génétique
iu raféier. Lembryogenése somatique directe, bien que
1 au rﬁnd\,ment moindre que celle sur czl secondaire,
devrait conduire 2 un meilleur niveau de conformité.

QD

DUBLIN (P.). — Direkte somatische Embryogenesis
auf Blitteriragmenten . von Kaffeebaum Arabusta.
Café Cacao Thé (Paris), vol. XXV, n°4, oct.-déc. 1981,
p. 237-242, 9 photos, 7 1éf.

Die vom Autor angestellten Forschungen bezwecken
einerseits  somatische Embryone auf Blitterfragmenten
zu erzielen ohne bei einem differenzierten Kallus zu
gsehen, andererseits den Konformititsgrad in agro-

pomischer Hinsicht der aus den verschiedenen Siufen.

somatischer Embryogénesis hervorgegangenen Kaffee-
bidumen zu untersuchen.

Die fiir die Gewebeausschneidungen verwendeten
Bliatter werden auf den plagiotropen Verzweigungen
verschiedener Arabusta Klone entnommen.

Die Grundnihrlosung besteht aus den mit Vitaminen
von Morel und von Saccharose (30-40 gfl) verseizten
Nihrboden von Murashige und Skoog. Die Nihr-
1osungen (pH 5,6) werden mit Bacto Difco Agar
erstarrt und wahrend 20 min im Autcklav belassen,
Die 24 chhlorphenoxyesswsaure und das 6-Benzyl-
aminopurin in Konzentrationen zwischen 0,01 und
1 mg/l bezw. 1 und 10 mg/! werden benutzt. in gewis-
sen Féllen wurde Adenin (40 mg/l) oder Maltextrakt
(400-500 mg/l) geirennt oder in Verbindung den Dif-
ferenzierungsnahrldsungen hinzugefiigt.

Die direkte somatische Embryogenesis ohne Kallus-
bildung wurde auf Nihridsungen erzielt, die reich an
Cytokxmnen und frel an Auxin waren. Die somatischen
Embryone kénnen ebenfalls pach Bildung von pri-
miren Kallus und nach der sekundiren stark embryo-
genen Kallus erzielt werden.

Die Kallus des Nachzuchts k6nnen im Rahmen eines
Programms genetischer Verbesserung des Kaffebaums
verwendet werden. Obwohl die direkte somatische
Embryogenesis weniger ertragbringend ist als die auf
sekundiren Kallus diirfte sie zu einém besseren Kon-
formitdtsgrad fithren.
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DUBLIN (P.). — Direct sowafic em.ogenesis on
frogments of Arahusta coffee tree leaves. Café Cacao
T hé (Paris), vol. XXV, n¢ 4, oct.-déc. 1981, p. 237-
242 9 photos, 7 réf.

The ohject of the rassarch carried out by the author
+ras to obtain somatic embryos on fragments of leaves
i pidly, without passing through a differentiated callus
stzge, and also to ¢ ,..mne the degress of conformity,
from the agronomic point of view, of the coffee trees
orizined from various lenels of somatic fmbr"wc»i-:enesis.

The Tezves used for it - explants wers taken -om the
;.giotropic ramificatioas of the various Arzbusta
clopsas.

The basic culiwre medinm consists of a Murashige
and Skoog medium to which Maorel viiamins and
saccharose (30-40 gfl) have been added.. The medi:
{(pH 3.6) were solidified with Bacto Difco Agar and
were placed in an antoclave for 20 min. 2.4-8 chloro-
phenoryacetic acid and &benzyl-aminopurine - were
etweep .01 and

1 mglt and 1 and 10 meg/l. In some cases, adenine
{«50 mg/l} and malt extract {#00-500 mgfl} were added,

separately or in combination, to the differentiation

media,

Divect somatic embrvogenesis without the forma-
tion of calius was obizined on media rich in cytoki-
nins. devoid of auxine. Somatic embryos can also be
obtainer after the formation of primary calluses, or

cafier that of very hafhl_y embryo: enic secondary cal-

iuses.

Second generation caHu:es can be used in a coffee
1ree. genetic improvement programme. Direct somatic
embryogenesis. although giving a smaller yield than
that obtained on secondary callus, should lead to a
better conformity level. .

"DUBLIN (P.). — Embriogénesis somética directa sobre

fragmentos de hojas de cafeto Arabusta. Café Cacao
Thé (Paris), vol. XXV, n° 4, oct.-déc. 1981 p. 237-
242, 9 photos, 7 1éf.

Las investigaciones emprendidas por ¢l autor tienen
como meta obtener rapidamente embriones soma-
ticos sobre fragmentos de hojas, sin paso por un callo

diferenciado y, asimismo, examinar los -grados de’

conformidad, - desde el punto de vista agrondmico,
de los cafetos procedentes de distintos niveles de
embriogénesis somadtica.

Las hojas cmp]eadas para las « explanutas » han 51do
tomadas en las ramificaciones plagiotropas de diversos
clones de Arabusta.

El medio basico de cultivo estd compuesto por el
medio de Murashige y Skoog, con adicion 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 acido
2,4-diclorofenoxiacético y el 6-bencil-aminopurina se
emplean con concentraciones comprendidas respecti-

vamente entre 0,01 y 1 mg/l y 1 y 10 mg/l. En cierios

casos, se aflade adenina (40 mg/l) o extracto de malte
{400-500 mg/l) va sea por separado o en combinacién,
a los medios de diferenciacion. ~

La embriogénesis  somatica directa sin formacion
de callo ha sido obtenida en medios ricos en citokininas
y desprovistos de auxina. Los embriones sométicos
pueden también ser obtenidos tras formacién Jde
callos primarios o después de aquella de callos secunda-
rios muy fuertemente embriégenos.

_Los calios de segunda generacion podran ser uti- -
lizados en el contexto de un programa de mejora g gené- -

tica del cafeto. A pesar de arrojar un rendimiento menor
que aquella sobre callo secundario, la embriogénesis
somatica directa deoerla dar lugar a un mejor nivel
de conformidad.




