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RECHERCHES SUR LA CULTURE IN VITRO 
DES EMBRYONS DE PALMIER A HUILE 

(ELAEIS GUINEENSIS JACQ. VAR. DURA BECC.) 
VII. COMPARAISON DE DIVERS MILIEUX MINÉRAUX 

I 

H. RABÉCHAULT, G. GUENIN, J .  AWÉE 
Omce de la Rcclicrchc Scientifique et  Techiiique Outre-Mer (ORSTOM) o 
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Dès le début de nos travaux, en 1962, nous avons 
adopté pour nos milieux de culture des proportions en 
616ments minéraux correspondant la formule de 
WEITTE [17, IS]. C’était, avec celle de KNOP [5], la 
plus fréquemment citée dans la littérature relative 
aux cultures de tissus et d’organes. NOLIS pensions 
alors que, pour les embryons de palmier à huile gorgés 
de matières de réserve, la nutrition minérale était 
moins importante au cours des premiers stades de leur 
développement que la nutrition hydrocarbon& ou 
que les effets des substances de croissance. 

Or, ayant à plusieurs reprises utilisé d’autres équi- 
libres d’éléments minéraux, il nous a semblé que ceux- 
16 provoquaient un meilleur développement, de sorte 
que I’étude dc la nutrition miiiérale a pris de plus en 
plus d’importance à nos yeux. 

Le présent travail est une première étape dans ce 
domaine. I1 a consisté à comparer six solutions nutri- 
tives minérales différentes : 

MATÉRIEL ET 

Des graines de palmier à huile DA 40 récoltées à la 
Station I. R. H. O. de Pobé (République du Dahomey) 
par MM. BÉNARD et MALINGRAUX (que nous tenons à 
remercier vjveinent à cette occasion) ont été réhumidi- 
fiées jusqu’à une teneur en eau de 17 p. 100 par rapport 
à la matière sèche, puis stockées pendant 12 jours à 
l’obscurité à 27 O C  dans un sac en polyéthylène. 

Les embryons ont été alors prélevés aseptiquement 
c t  cultivés sur des milieux gélosés selon des techniques 
décrites précédetnment [RABÉCHAULT 91 à raison de 
24 embryons par traitement. L’expérience a été recom- 
mencée 7 fois (répétitions). 

Les six milieux utilisés ne différaient que par leurs 
61Cments minéraux (macro-éléments), dont la compo- 
sition est indiquée dans le tableau I. Ils reiifermaient 
tous les mêmes substances complémentaires : gélose 
(S p. 1 000), saccharose (20 p. I 000), oligo-éléments, 
acide glutamique, thiamine et pantothénate de cal- 
cium, selon les proportions définies précédeminent 
[RAB~CIIAULT 91. Le pH a été amené à 5,s avant l’addi- 
Lion de la gélose. 23 M N  1986 
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1) celle mise au point par HELLER [2] pour la culture 
des lissus végétaux ; 

2) la formule Cl de HOAGLAND et ARNON [4] qui 
convient à de nombreux végétaux en cultnre hydropo- 
nique ; 

3) celle de KNOP [5] utilisée pour les éludes sur la 
germination ct la culture de plantes, d’embryons, 
d‘organes OLI de tissus ; 
4) celle de RANDOLPH e t  Cox [I21 ; 

5) celle ~’OLSEN modifiée par RIJVEN [L i ]  ; 
6) celle de WHITE [17, IS]  Irks utilisée par les auteurs 

anglo-saxons et que cet auteur a mise au point pour la 
culture cles racines isolées. 

Ces trois dernières solulions sont les plus souvent 
citées dans la littérature relative à la culture in oitro 
des embrydns [RAPPAPORT 131. 

MÉTH O DES 

TABLEAU I 

Composition des milieux minéraux utilisés 
(le poids des sels est en mg/l de solution) 

(NO,)2 Ca.4 H,O ... 1 O00 
(NO#Ca . . . . . . . . . . .  820 236.8 
NO,K 505 250 55 
N0,Na..  . . . . . . . . . . .  GOO 
Cl,Ca.2 I1,O . . . . . . .  75 
GIK ............... 750 65 

PO,H;Na.H,O . . . .  125 
PO,H,Na. 2 I-I,O ... 

. . . . . . . . . . . . .  

PO,I-I,I< ........... 136 250 

(P03Nä)G .......... 10 
S04Mg7H,0  ...... 250 240 250 36 
SO,Na, ............ ----- 

Total . . . . . . . .  1 SOO 1 7 0 1  1750  432,s 

-- 
íes 

200 
149 so 

23 

16,5 

101 360 
1200 I 
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L’examen du tableau 1 permet de constater que la 
quantité totale de sels par litre est deux à quatre fois 
plus importante pour les solutions de HELLER, HOAG- 

LAND et KNOP que pour les trois autres. Les équili- 
bres ioniques de CPS solutions ont été consignés dans le 
tableau II. 

TABLEAU II 

Equilibres ioniques de solutions minérales 
(les milliéquivalents n’ont pas été arrondis à l’unité supérieure) 

HELLER I-IOAGLAND 
e t  ARNON KNOP RANDOLPH RIJVEN e t  Cox I WHITE 

p. 100 
des 

anions 
NIB 

p. 100 I 
cles M é  

p. 100 
des 

anions 

75,3 

15,O 

925 

p. 100 
des 

cations - 
33,5 
55,8 
10,B 

p. ío0  
des 

anions 

p. 100 
des 

anions 

69,7 

í1,6 

18,6 

- 

p. 100 
cles 

cations - 
5,1 

38,4 
35,8 
20,s 

p. 100 
des 

anions 
MB 

anions I 

59,4 

29,7 

í8,O 

NO, ........... 
CI ............. 
PO, ........... 
PO, ............ 
so, ............ 
Totaux des anions 

74,O 3,O 
18,O 

.0,5 
2,O 
6,0 0,8 

í í , o  

525 

2,0 

18,5 

34,4 
1.0 
3,2 

61,2 

p. 100 
cles 

cations 

32,6 
9,6 

26,O 
31,5 

- 

~- I 4,3 

p. 100 
des 

cations 
Mé 

p. 100 
des 

cations - 
29,o 
57,4 
1 3 3  

p. 100 

calions 

37,5 
46,9 

9,3 

Na ............ 
K ............. 
Ca . . .  :. ........ 
Mg ............ 
Totaux des ca- 

tions ......... 

2,o 0,2 
32,7 1,5 
59,2 1 1,4 

6,1 0.8 

4,3 
825 
2,o 

21,3 17,9 3,9 14,8 4,9 

Rapport an./cat. . 1 , l O  I í ,o1 1,11 í,25 í,o2 

lillikquivalents. 

Toutes les solutions ont un bon équilibre anions/ sodium dans les solutions de WHITE 32,G p. 100 et de 
HELLER 37,5 p. 100, 

Les embryons ensemencés aseptiquement dans des 
tubps en pyrex (renfermant 7 cm3 dc milieu gélosé 
chacun) ont été cultivés dans une chambre à 27 O C  

sous des tubes fluorescents (( Blanc Lumière du jour de 
luxe Philips II dispensant un éclairement de 9 O00 lux 
pendant 9 heures par jour. 

Ils ont été observés au bout d’un inois et demi de 
culture en ce qui concerne : le poids frais, le poids sec, 
les pourcentages des stades de développement, 1.a 
longueur et le nombre de Peuilles et de racines. 

cations. L’azote est tojijours fourni sous forme nitrique 
(30 9 75 p. 100 des anions). Seules les solutions ~ ’ H o A G -  
LAND-& ARNON et de I ~ N O P  ne renferment pas de 
chlore, celle de RANDOLPH en conlieill I S  p. I00 e t  
celle dt‘. He!ler 4S,O p. i00  des anions. Les embryons 
développés sur les milieux de RANDOLPH et de WHITE 
risquent de,prksenter des carences en phosphore car ils 
ne peuvent en fourni;. respectivement que 2,0 p. io0 
sous forme PO, et  3,3 p. 100 sous forme PO,, [HEL- 
LER 21. Parmi les cations remarquons la présence de 

RES u LTATS 

I. - COMPARAI ON DES M I L I E U X  MINÉRAUX. L’allongement de I’haustorium a été supérieur dans 
ces trois milieux. L’analyse de la variance (test F de 

Les photogra hies de la planche I permettent de Snedecor) après 45 jours de culture a perinis de déter- 

la comparaison de ces moyennes deux à deux à l’aide 

comparer l’aspect des jeuiles plantes obtenues après miner que l’eiisemble des moyennes obtenues pour 
45 jours de culture : les solutions de HELLER, de chaque traitement ‘était hétéroghe (F calculé S,G19 
HOAGLAND et ARNON et de KNOP ont donné les meil- pour F tabulaire 3,20 au senil de P = 0,Ol). Tandis que 
leurs résultats (3 photographies du haut). 

1 
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PLANCIIE I 

Embryons ddveloppds en présence d'un milieu de HELLER (A.), HOAGLAND et AHNON (B.), 
, KNOP (C.j, RANDOLPH et COS (D.), RIJVEN (E.j et WHITE (F.) 
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HELLER . . 
RANDOLPII 

e l  Cox . 
RIJVEN . . . 
WIIITE . . . 

du test de Iieuls a montré qu’elles appartenaient à 
deux groupes (HELLER-HOAGLAND-KNOP) et (RAN- 
DOLPH-RIJVEN-WHITE) qui diffèrent entre eux signifi- 
cativement (Tableau III). 

1 SO0,O O 1 soo,oo 
432,s 4,158 1799,57 

1 799,70 
921,5 1,953 1799,M 
441,O 4,081 

TABLEAU I I I  . .  

Classement des moyennes de l’allongement 
de I’haustorium à l’aide du test de Keuls 

KNOP HELLER HOAGLAND I 7,94 f 1,90 7,83 f 1,14 7,42 f 1,90 I 
l e r  groupe 

RANDOLPH RIJVEN WIIITE 
c l  cox I 4,92 f 0,91 4,54 f l , O 4  

2~ groupe 
4,03 f 0,53 I 

A l’intérieur de chaque groupe lm différences consta- 
tées ne sont pas significatives. 

Le dénombrement des stades de développement est 
aussi en faveur des traitements du premier groupe. 
Ainsi qu’il ressort de l’examen cles photographies de la 
planche I : le nombre des embryons qui ne se sont pas 
développés (stade I) est très important dans le milieu 
de WHITE (I?) et diminue ensuite progressivement 
dans ceiix de RIJVEN (E), RANDOLPH (D), HOAGLAND 
et ARNON (B), KNOP (C) pour s’annuler dans celui de 
HELLER (A). Inversement, l’examen du tableau IV 
dans lequel nous avons consigné les pourcentages 
d’embryons (( différenciés n, c’est-à-dire parvenus aux 
stades III (forme cm clon), IV (apparition de la gem- 
mule) et V (apparition de la radicule), étapes de l’évo- 
lution certaine vers la formation d’une jeune plante, 
montre la supériorité des solutions de HELLER, 
~‘HOAGLAND et ARNON e t  de KNOP sur les trois autre?. 

La comparaison de ces pourcentages à l’aide du 
test x2 au seuil de probabilité de 0,05 conduit encore ici 
à distinguer les deux groupes principaux précedents 
auxquels vient s’ajouter un troisième groupe constitué 
par les milieux de HOAGLAND, RANDOLPH et RIJVEN. 
Les différences sont très significatives entre chaque 
groupe, tandis qu’elles ne le sont pas à l’intérieur de 
chacun d’eux. Le troisième groupe vient donc chevau- 
cher sur les deux autres. (Tableau IV - les accolades 
indiquent les limites entre lesquelles les diffBrences ne 
sont pas significatives.) 

TABLEAU IV 

Pourcentages d’embryons différenciés n classés 
à l’aide du test x2 

I h L L E R  I<NOP I-IOAGLANII RIJVEN WIIITE 
I 76,19 % 75,OO % 56,25 % 1 1 17,39 % 15,7S % I 
I I I  I 

RANDOLPH el  Cox 
I 4785 % I 

Les autres caractères et mesures relevés : le poids 
frais, le poids sec, nombre de leuilles, la hauteur de 
la partie aérienne donnent la m’ême supériorité aux 
solutions de HELLER, HOAGLAND e t  KNOP. Cependant, 
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en ce qui concerne la longueur des racines, le milieu de 
WHITE vjent remplacer le milieu de KNOP dans le 
groupe de tête (Tableau V). Le nombre de racines pour 
100 embryons, tant en restant en faveur de la solution 
de HELLER, ne présente pas de différences significa- 
tives entre les traitements et semble donc échapper 
dans une certaine mesure à l’influence du milieu miné- 
ral (Tableau V). 

TABLEAU V 

Rhizogenèse des embryons après 45 jours de culture 

Nombre de racines 
pour 100 embryons 
mis en cullure . . . . . 36,li 

Longueur de la racine 
principale en mm . . . 14,14 

II. - COMPARAISON DES S O L U T I O N S  A CONCEN-  
T R A T I ~  NS ÉGALES. 

I1 nous a semblé que la supériorité des solutions cle 
HELLER, HOAGLAND et KNOP était davantage le lait 
de leur plus forte concentration en sels que des diffé- 
rences entre leurs équilibres ioniques. Ainsi, (Tableau 
I)  on peut remarquer que ces solutions renferment 
deux à quatre fois plus de sels que celles de RANIIOLPII, 
RIJVEN et WHITE. 

Nous avons donc mis en place une seconde série 
d’expériences dans laquelle les trois solniions les plus 
faibles ont $té amenées à la mkme concentration que 
celle de HELLER prise ,comme témoin (le poids de 
chaque sel ayant été multiplié par un coefficient cle 
dilu tion, calculé par rapport à cette dernière (Tablean 
VI). 

TABLEAU VI 

Les embryons ont été extraits h partir da: graines de 
même origine et traitdes de la même manière que celles 
des expériences précédentes. Les observations ont été 
faites après trois mois de culture. 
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a) Allongement de l’embryon (haustorium -I- pétiole 

. Les moyennes obtenues avec leurs intervalles de 

cotylédonaire). 

confiance sont consignés dans le tableau VII. 

TABLEAU VI1 

IRéPé-l HELLER I titions et Cox 1 RIJVEN 1 WHITE I 

A l’examen, bien que les résultats obtenus avec le 
milieu de WHITE semblent légèrement inférieurs aux 
autres, l’analyse de la variance (Test F de Snedecor) 
effectuée sur les moyennes des trois répétitions n’a pas 
permis de mettre en évidence des différences signifi- 
catives. , 

b) Dénombrement des stades. 

Comme dails les expériences de la partie précédente, 
les pourcentages des stades III, IV et  V ont été cumu- 
lés (p. 100 d’embryons différenciés) e t  le test x2 appli- 
qué n’a pas permis de déterminer ici encore de diffé- 
rence significative entre les quatre solutions. 

Seuls les pourcentages de stade V (apparition de la 
racine) marquent un léger avantage en faveur de la 
solution de HELLER. 

c) Allongement de la partie aérienne. 

Les longueurs moyennes ont été indiquées dans le 
tableau VIII. 

TABLEAU VI11 

IR$@-’ HELLER 1 titionsl e t  Cox I RIJVEN 1 WHITE I 

L’analyse de la variance a montré que les différences 
entre les effets des milieux étaient significatives. En  
outre, le test de Bartlett a indiqué que les trois répéti- 
tions de chaque traitement constituaient un groupe 
homogène. Comme les effets entre chaque traitement 
étaient significativemeiit différents, nous avons 
comparé les moyennes deux A deux B l’aide du Test de 
Duncan afin de déterminer l’efficacité de chaque 
solution. 

La classification (Tableau IX) obtenue indique que 
le milieu de RIJVEN a été supérieur et celui de RAN- 
DOLPH inférieur aux autres, mais pour deux répéti- 
tions on a pu-remarquer une permutation dans l’effica- 
cité entre les milieux de HELLER et de WHITE, l’un et 
l’autre peu différents soit du milieu le meilleur (RIJ- 
VEN) soit du milieu le moins bon (RANDOLPH). 

d) Allongement des racines et poids sec : aucune 
différeiice significative n’a pu être décelée. 

CONCLUSIONS 

L’influence de la nutrition minérale sur le dévelop- 
pement des embryons a été peu étudiée. Les résultats 
les plus nombreux ont trait à la nutrition azotée des 
embryons de graminées (riz) et d’orchidées, très sen- 
sibles à l’ion NO, [RAGHAVAN I O ,  RAGHAVAN et TOR- 
REY II, RAPPAPORT 131. 

Dans le cas du palmier A huile, il semble que la 
nutrition minérale joue un rôle non négligeable. Les 
solutions de HELLER, ~‘HOAGLAND et ARNON et de 
KNOP donnent de meilleurs résultats que celles de 
RANDOLPH et Cox, de RIJVEN et de WHITE. Les 
différences constatées sont hautement significatives 
entre les deux groupes mais elles ne le sont pas entre les 
solutions d’un même groupe. 

Dans le premier groupe bien que les différences ne 
soient pas significatives, les résultats sont légèrement 
en faveur de la solution de HELLER. Les solutions de 
RANDOLPH et Cox, de RIJVEN et de WHITE sont, 
semble-t-il, trop pauvres en éléments minéraux car 
lorsque leurs concentrations sont amenées à la même 
valeur que celle de la solution de HELLER les diffé- 
rences constatées avec cette dernière ne sont plus 
significatives. 

Nous nous proposons de définir si certains ions 
comme le potassium ou l’ammonium (qui ne figurent 
pas dans les solutions étudiées ici) ont des effets sur 
l’organogenèse coinine chez les cultures de -tissus et 
d’apex végétaux [MOREL 7, 81. 
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