
papaye 

Cals embryogenes haute frequence issus de plantules 
de semis chez Carica papaya L. : obtention et germination 
des embryons somatiques 

$. MDNMARSON 

N. MICHAUX FERRIERE 

C. TEISSON 

BIOTROP /Cl RAD

BP 5035 

34032 Montpellier cedex 1

Fruits, vol. 49, n°4, p. 279-288 

• • • • • • • • • • • • • 

Cals embryogenes 
haute frequence issus 
de plantules de semis 
chez Garica papaya L. : 
obtention et germi­
nation des embryons 
somatiques. 

RESUME 

Sur des portions de tiges, 
d'epicotyles ou de petioles 
preleves sur de jcunes 
virroplants de papaycrs ages de 
2 mois. des cats embryogenes 
haute frequence om ete formes 
apres 1ransfert successif 
mensuel sur 3 milieux de 
culture differenrs. Le cat 
embryogene haute frequence 
est forme sur le milieu M3 : ii 
est conslitue de cellulcs de type 
embryogene evoluant en 
embryon d'origine unicellulaire. 
Unc amelioration du 
pourcentage de germination de 
ces embryons est obtenue par 
l'adjonction cl'::icide 
gibherellique (GA3) au milieu 
de culture, et le maltose utilise 
comme source carbonee 
favorise la (jllalite du systeme 
racinaire des plamules. 
La comparaison entre les 
pourcentages de germination 
des embryons somatiques et 
des embryons zygotiques isoles 
avec ou sans albumen. montre 
que la composition clu milieu 
de germination peut etre 
encore amelioree. 
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High Frequency 
Embryogenic Calli 
Formed on Garica 

papaya L. Seedling 
Pieces: Somatic Embryo 
Development and 
Germination. 

ABSTRACT 

High frequency embryogenic 
calli formed on in vitro cultured 
pieces of stern. cpicoryl and 
petiole from young 2-month-olcl 
papaya trees. Callus formation 
was obt:1ined after three 
successive monthly cultures 
on a series of media. High 
frequency ernbryogenic calli 
obtained on i'vl3 medium were 
composed of embryogenic cells 
which developed into embryos 
of unicellular origin. 
The addition of gibbcrellic acid 
(GA3) to the culture medium 
improved embryo germination. 
Maltose. used as a carbon 
source. enhanced the quality 
of root systems in the produced 
plantlets. A comparison of 
germination results for somatic 
embryos and isolated zygotic 
embryos, with or without 
albumen, indicated that the 
germination medium 
composition could be l'urrher 
improved. 
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Callos embri6genos alta 
frecuencia procedentes 
de plantulas de 
siembras en Garica 

papaya L. : consecuci6n 
y germinaci6n de los 
embriones somaticos. 

RESUMEN 

En porciones de tallos, 
de epicolitos o de peciolos 
cxtraidos de pa pa yos j6venes 
(2 meses de edad) y culrivados 
in uilro. se formaron callas 
emhri6genos alt:t frecuencia 
despues de tres cultivos 
mensuales sucesivos en la serie 
de ambientes. Se forma el callo 
embri6geno alra frecuencia en 
el amhiente M3 : dicho calla 

·' se compone de celulas de tipo 
embri6geno quc evolucionan 
hasta convertirse en embriones 
de origen unicelular. Se obtiene 
un mejoramiento clel porcentaje 
de germinaci6n de esos 
embriones ai\adiendo aciclo 
gihelerico (GA3) al medio de 
culrivo: la maltosa usada como 
fucnre carbonada favorece la 
calidad del sistema radicular de 
las planrulas. La comparaci6n 
entre los porcenrajes de
gcrminaci6n de los embriones 
somaticos y de los embriones 
cig6ticos aislados con o sin 
albumen muestra que la 
composici6n del ambiente 
de germinaci6n puede aC1n ser 
rnejoraclo. 
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8 introduction 

L'embryogenese somatique du papayer 
( G'aricct papaya L.), comme celle de plu­
sieurs especes voisines, semble relative­
ment facile a realiser et a ete decrite 
depuis plusieurs annees par de nombreux 
auteurs (rapportes par Frrrn, 1993). 

Les resultats les plus recents (FITCH, 1993) 
font egalement mention d'embryogenese 
somatique a haute frequence. Ces cals 
embryogenes haute frequence correspon­
dent a des cals friables permettant 
l'obtention d'un tres grand nombre 
d'emb1yons somatiques. Toutes ces don­
nees font reference a une embryogenese 
induite apres callogenese a partir d'em­
bryons zygotiques imrnatures ou d'hypo­
cotyles (LITZ et CONOVER 1981, 1982; FITCH 
et MANSHARDT 1990 ; CHEN et al., 
1991 ; FITCH, 1993). Seuls quelques resul­
tats temoignent de la reussite de l'em­
b1yogenese somatique haute frequence a 
partir de tissus adultes (VEGA DE ROJAS et 
Kirro, 1991 ; MONMi\RSON et et!., 1995). 
Pourtant, c'est seulement cette origine qui 
pennet d'envisager le clonage d'individus 
genetiquement non fixes, le pa payer etant 
une plante allogame. Ces rernarques 
prennent tout leur sens pour les pro­
grammes de transformation genetique qui 
ont deja abouti a des succes notoires que 
ce soit par bombardement de micropro­
jectiles (FITCH et al., 1990) ou via 
Agrobacterium (FrrCH el ctl., 1993). 

Ce processus d'embryogenese somatique 
h:1Ute frequence assez facile ,'\ obtenir 
chez le papayer comporte cepenclant des 
lacunes deja mentionnees par d'autres 
auteurs: 
- 1·origine et la structure histologique de
ces cals sont mal connues ;
- le pourcentage de germination des
embryons obtenus est foible et les plan­
tules formees presentent souvent des ano­
malies morphologiques.

Les experimentations presentees ici sont 
fondees sur la mise en culture d'explants 
provenant de plantules ayanr un potentiel 
eleve de production de cals embryogenes 
haute frequence. Ce materiel de depart 
presente la meme morphologie et struc­
ture histocytologique que les cats obrenus 
a parrir de teguments internes de papayer 
(Moi\MARSON et al., 1995) et resre plus 
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facilement disponible. L'amelioration de 
la qualite et du nombre d'embryons 
somatiques germes etait l'objectif princi­
pal de ce travail. 

• • • materiel

et methodes 

materiel vegetal 

Des portions de tiges, de petioles et de 
racines (de 0,3 a 0,5 cm de longueur) ou 
de feuilles, sont prelevees sur de jel1nes 
plants de papayer ages de deux mois 
ayant ete cultives in vitro depuis leur ger­
mination. 

Les capacites cle germination des 
embryons somatiques obtenus sont com­
parees a celles cles embryons zygotiques 
preleves sur des graines mCtres, isoles de 
leurs reguments et cultives in vitro soit 
seuls, soit entoures de !'albumen. 

milieux de culture 

milieu M1 d'induction 
de la callogenese 
Le milieu de base MB contient des sets 
MS/2 (MURJ\SHIGE et SKOOG, 1962), des 
vitamines definies par CmN et al. (1987), 
du sulfate cl'adenine (370 pM), de la 
glutamine (685 pM) et du saccharose 
(120 mM). Le milieu cle callogenese Ml 
est obtenu en ajoutant au milieu MB un 
auxinomimetique, le 2,4-D (9 pM). 

Sur ce milieu, la culture dure de un a 
deux mois selon les protocoles experi­
mentaux. 

milieu M2 d'expression 
de l'embryogenese 

Le milieu M2 d'expression de J'embryoge­
nese differe du milieu precedent par les 
substances de croissance. M2 renferme du 
2,4-D (0,09 pM) et de la kinetine (1 pM). 
La duree de culture .�ur ce milieu est de 
un mois. 

milieu M3 d'expression du cal 
embryogene haute frequence 
Pour constituer le milieu M3 cl'expression 
du cal embryogene haute frequence, de 
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l'acide abscissique (0,5 pM) est ajoute au 
milieu M2. Ce milieu M3, renouvele 
chaque mois, permet egalement l'entre­
tien des cals embryogenes haute fre­
quence. 

milieu de germination des embryons 

somatiques ou zygotiques 

Ce milieu de germination contient les 
macroelements et microelement de 
LLOYD et Mc CowN (1980) et Jes vitamines 
definies par Y1E et L1Aw (1977). 

Une gamme de concentration de maltose 
(MA) et de saccharose (SA) est experi­
mentee. Les milieux, contenant 11, 22, 44, 
88 et 176 mM de maltose ou de saccha­
rose, sont nommes respectivement MAl a 
MAS et SAl a SAS. 

L'acicle gibberellique GA3 (1 pM) est teste 
en presence de differentes sources carbo­
nees clans Jes milieux MA 1 G (MA 1 + 
GA3) a MASG et SAlG (SAl + GA3) a 
SASG. Les emb1yons somatiques sont pla­
ces sur ces milieux, a raison de deux 
embryons par tube, clurant 10 ou 30 jours. 
Les emb1yons zygotiques issus de graines 
matures sont extraits de leurs teguments. 
Selon le cas, ils sont separes ou non de 
leur albumen et places sur le milieu SA3G 
pendant 10 jours pour comparer leur 
comportement a celui des embryons 
somatiques clans Jes rnemes conditions. 

milieu de croissance 

La composition de base du milieu de 
croissance est identique a celle du milieu 

!'expression de l'embryogenese et !'induc­
tion du cal emb1yogene haute frequence 
s'effectuent en bo'ites de Petri a l'obscu­
rite. La germination des embryons soma­
tiques a lieu soit a l'obscurite soit a la 
lumiere : leur croissance est realisee en 
tubes, selon une photoperiode de 12 h 
jour/12 h nuit, avec une intensite lurni­
neuse de 50 pni/m2/sec. 

histocytologie 

Une clizaine cl'explants (petioles et tiges) 
cultives sur les milieux Ml, M2, M3 sont 
fixes hebclomaclairement pendant clix 
semaines par une solution cl'acroleine 
(2 %) et glutaralclehycle (2 %) clans un 
tampon phosphate (0,2 M, PH 7,2) a 
laquelle est ajoutee de la cafeine (1 %) 
pour precipiter in situ les polyphenols 
oxydes. Deshydrates, puis inclus clans la 
resine Kulzer 7100 (Labonorcl) ils sont 
sectionnes a une epaisseur de 3 pm avec 
le microtome LKB Historange. Les sec­
tions sont colorees par le PAS-Naphtha! 
Blue Black. Le PAS colore specifiquement 
en rouge les polysaccharides (MARTO.JA et 
MARTO.JA, 1967) et le Naphthol Blue Black 
revele specifiquement Jes proteines 
solubles ou de reserve en bleu noir 
(FISHER, 1968). 

Les racines de jeunes plants croissant sur 
un milieu enrichi en saccharose ou en 
maltose sont fixees, incluses, coupees et 
colorees selon le meme protocole. 

de germination. Le sucre est soit du sac- e e 
charose soit du maltose utilises a la 
concentration de 44 rnM. II ne renferme 
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et discussion
pas de substances de croissance mais du 
charbon actif (0,03 %). Les jeunes plantes 
croissent sur ce milieu pendant trois rnois 
en etant repiquees tous les mois, puis 
elles sont sevrees. 

Les milieux Ml, M2, M3 sont solidifies 
par du Phytagel (0,2 %) et les milieux de 
germination et de croissance par de !'agar 
Difeo (0,75 %). Leur pH est ajuste avant 
autoclavage a 5,8. 

conditions de culture 

Pour chaque etape de culture, la tempera­
ture est de 28 ± 1 °C. La callogenese, 

obtention de cals embryogenes 

haute frequence 

Differents types cl'explants ont ete culti­
ves sur la succession mensuelle de 
milieux Ml, Ml, M2, M3 afin de definir 
ceux qui exprimaient une potentialite 
embryogene. Le tableau 1 montre que si 
tous les types cl'explants, a part ceux pre­
leves sur Jes feuilles, donnaient une forte 
proportion de cals apres un mois de cul­
ture sur Ml, seuls les morceaux de tiges, 
d'epicotyles et de petioles fournissaient 
des embryons apres quatre mois. 
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Tableau 1 
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Le debut de callogenese a pu etre 
observe des la deuxieme semaine de cul­
ture ; apres deux mois sur le milieu Ml le 
ea! est devenu volumineux, friable, hyper­
hydrique et de couleur blanc creme. Les 
premiers embryons se sont formes sur le 
milieu M2 au cours du troisieme mois de 
culture. Le passage sur le milieu M3 
contenant de l'acide abcissique a modifie 
!'aspect de certains cals qui etaient alors 
moins hydriques et d'une couleur evo­
luant vers l'ocre. Sur ces cals, des 
embryons somatiques se sont alors for­
mes en grand nombre. 

Sur les trois categories d'explants ayant 
donne une reponse embryogene, diffe­
rents schemas experimentaux ont ete tes­
tes pour optimiser le pourcentage 
d'explants reactifs. C'est la succession 
mensuelle Ml, M2, M3 (tableau 2) qui a 
fourni les meilleurs resultats. Les pourcen­
tages obtenus, nettement superieurs a 
ceux de !'experimentation precedente rea­
lisee avec la succession mensuelle Ml, 
Ml, M2 et M3 (tableau 1), tendent a 
demontrer que le maintien du cal sur Ml 
pendant deux mois perturbe ['expression 
de l'emb1yogenese. 

Le milieu M3 induit non seulement le 
caractere emb1yogene haute frequence et 

Callogenese et embryogenese obtenues (en %) selon le type 
d'explant apres respectivement un et quatre mois de culture. 
Succession mensuelle de milieux: Ml, Ml, M2 et M3. 

Type 
d'exp\ants 

Tiges 
Epicotyles 
Petioles 
Racines 
Feuilles 

Tableau 2 

% de cals apres 
1 mois de culture 

91 

99 

91 

90 

4,5 

% de cals porteurs 
d'embryons apres 4 mois de culture 

3 
3 
2 
0 
0 

Emb1yogenese obtenue (en %) apres 3 mois de culture selon le type 
d'explants et la succession de milieux. 

Types 
d'explants 

Epicotyles 
Petioles 
Tiges 

Succession mensuelle de milieux 

Ml,Ml,M2 Ml,Ml,M3 

19,2 5 
0 0 
0 0 
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Ml,M2,M3 

47,2 

38,5 
55,5 

Ml,M3, M3 

9 
4 
0 

son expression, mais permet aussi la mul­
tiplication et l'entretien de ce type de cal. 
En effet, par des repiquages mensuels sur 
ce milieu, Jes cals ont ete conserves avec 
leur potentialite emb1yogene pendant 
quatre ans. 

Chez le papayer, differents explants ont 
fourni, avec des protocoles de culture 
varies, des cals embryogenes haute fre­
quence : suspensions cellulaires prove­
nant de cals cl'ovules fecondes (LITZ et 
CONOVER, 1982), racines de semis effec­
tues in vitro (CHEN et al., 1987), tiges de 
semis realises in vitro (YAMAMOTO et al., 

1986; YAMAMOTO et TABATA, 1989), em­
bryons zygotiques immatures (FITCH et 
MANSHARDT, 1990), hypocotyle (FITCH, 
1993) et tissus somatiques de jeunes 
graines (VEGA DE ROJAS et KITTO, 1991 ; 
MONMARSON et al., 1995). 

La presence d'acide abcissique permet, 
clans ces conditions de culture, l'entretien 
de la potentialite embryogene haute fre­
quence tout en favorisant un developpe­
ment normal des embryons. CHEN et al. 

(1991) ainsi que CHEN et CHEN (1992) 
avaient deja mis en evidence ce role de 
l'acide abcissique sur la multiplication en 
grand nombre d'embryons fils obtenus a 
partir cl'embryons somatiqt1es provenant 
de la culture d'embryons zygotiques 
immatures. 

aspect histologique 

Sur le premier milieu de culture Ml, les 
explants etudies (issus de tiges et 
petioles) montrent que le cal est forme 
par la multiplication des cellules perivas­
culaires (fleches sur la photo 1). Sur le 
cleuxieme milieu, M2, ces cellules se mul­
tiplient (photo 2), s'isolent les unes des 
autres (photo 3) et forment un cal friable. 
Certaines de ces cellules se recloisonnent 
(photo 4) et evoluent en jeunes embryons 
globulaires qui sont a l'origine des pre­
miers embryons formes (photo 5). Sur le 
milieu M3, le ea! embryogene haute fre­
quence est constitue de cellules de type 
embryogene (photo 6) plus ou moins iso­
lees les unes des mitres, evoluant pour 
beaucoup d'entre elles en embryons 
(photo 7). Ces embryons somatiques ont 
une origine unicellulaire. 
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Photo 1 
Section transversa/e d'un 

petiole apres une semaine 

de culture sur le milieu M1. 

Les cellules situees a la 

peripherie du systeme 

vasculaire SV se 

multiplient (fleches) et 

sont a l'origine du ea/. 

Photos 2 a 5 
Evolution de cals formes 

sur des portions 

d'epicotyles cultives sur le 

milieu M2 apres passage 

pendant 1 mois sur 

le milieu M1. 

Photo 2 
Aspect des cel/u/es du ea/ 
forme sur le milieu M2 

apres une culture sur M1 

durant 1 mois. 

Photo 3 
Formation du ea/ friable 

par isolement des cel/u/es 

qui le constituent, 

sur milieu M2. 

Photo 4 
Rec/oisonnement cel/ulaire 

donnant naissance a de 

jeunes proembryons 

glopulaires (PE) sur 

,, milieu M2. 

Photo 5 
Aspect histo/ogique d'un 

embryon somatique forme 

sur le milieu M2. 

C : cotyledons ; 

MA : meristeme apical ; 

R : ebauches racinaires. 

Photo 6 
Aspect cytologique du ea/ 
embryogene haute 

frequence forme sur le 

milieu M3 apres 1 mois 

de culture sur M1 et 

1 mois sur M2. 

Photo 7 
Jeunes embryons soma­
tiques (E) formes par le 

recloisonnement des 

ce/lules embryogenes 

du ea/. 
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Photo 1 
Section transversale d'un 
petiole apres une semaine 
de culture sur le milieu M1. 
Les cellules situees a ta 
peripherie du systeme 
vasculaire SV se 
multiplient (fleches) et 
sont a l'origine du cat. 

Photos 2 a 5 
Evolution de cats formes 
sur des portions 
d'epicotyles cultives sur le 
milieu M2 apres passage 
pendant 1 mois sur 
le milieu M1. 

Photo 2 
Aspect des cel/u/es du cat 
forme sur le milieu M2 
apres une culture sur M1 
durant 1 mois. 

Photo 3 
Formation du cat friable 
par isolement des cel/u/es 
qui le constituent, 
sur milieu M2. 

Photo 4 
Rec/oisonnement cel/ulaire 
donnant naissance a de 
Jeunes proembryons 
glob,ulaires (PE) sur 

,,milieu M2. 

Photo 5 
Aspect histo/ogique d'un 
embryon somatique forme 
sur le milieu M2. 
C : cotyledons ; 
MA : meristeme apical ; 
R : ebauches racinaires. 

Photo 6 
Aspect cytologique du cat 
embryogene haute 
frequence forme sur le 
milieu M3 apres 1 mois 
de culture sur M1 et 
1 mois sur M2. 

Photo 7 
Jeunes embryons soma­
tiques (EJ formes par le 
recloisonnement des 
cellules embryogenes 
du cat. 
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germination et croissance 

des embryons somatiques 

Dans nos conditions de culture, les 
embryons somatiques obtenus sur Jes cats 
embryogenes haute frequence cultives sur 
le milieu M3 ne germent pas spontane­
ment. Des milieux de germination puis de 
croissance doivent etre utilises pour obte­
nir des plantes aptes a etre sevrees. Seton 
les auteurs, la germination des embryons 
somatiques de papayer est plus ou mains 
aisee. CHE , et al. 0991) ainsi que CHE ' et 
CHE , (1992) obtiennent 20 a 30 % de ger­
mination sur un milieu simple, sans hor­
mones. FrrCH et MANSHARDT (1990) utili­
sent un milieu enrichi en kinetine pour la 
germination ou un milieu contenant de 
l'acide indolbutyrique (AIB) pour per­
mettre l'enracinement (FITCH et al., 1993). 
Pour LITZ et CONOVER (1982) de ]'acicle 
naphtalene acetique (ANA) et de la ben­
zylaminopurine (BAP) cloivent etre pre­
sents clans le milieu de germination. La 
nature de la source carbonee semble ega­
lement tres importance pour la germina­
tion et varie selon Jes especes : le galac­
tose et le sorbitol clonnent de bans 
resultats sur Citrus (HIDAKA et OMURA, 
1989) et le maltose ameliore la qualite 
germinative des embryons somatiques 
chez de nombreuses especes cerisiers 
(DRUART, 1990), orge (ROBERTS-OEHLSCHLAGER 

Effet de la nature et de la concentration de la source de carbone
du milieu de culture sur le taux de germination des embryons
somatiques.

Concentration nb d'embryons % d'embryons 
Sucres (mM) somatiques germes 

Saccharose 11 184 7,1 
22 191 11,5 
44 192 13,5 
88 194 8,8 

176 192 5,2 

Maltose 11 182 9,3 
22 184 9,2 
44 192 6,8 
88 190 7,9 

176 192 9,9 

Pour une concentration donnee de saccharose et de maltose, le taux cl'embryons 
obtenus ne sont pas significativement differents (Test Chi 2, comparaison de 
profits). 
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et al., 1990), luzerne ( TRICKLAND et al., 

1987). 

Des experiences preliminaires ont inclique 
que les meilleures reponses de germina­
tion avec Jes embryons somatiques de 
papayer formes clans nos conditions de 
culture etaient obtenues avec du saccha­
rose ou du maltose. Le tableau 3 montre 
qu'aucune difference significative n'est 
clecelable entre Jes pourcentages de ger­
mination obtenus sur saccharose et mal­
tose quelles que soient les concentrations 
utilisees. Cepenclant Jes jeunes plantes 
formees en presence de maltose presen­
tent des racines lisses par rapport a celles 
qui germent et croissent sur des milieux 
contenant du saccharose. Une section 
longituclinale de ces cleux types racinaires 
permet cl'etablir leur difference de struc­
ture. Pour un meme cliametre moyen, Jes 
racines des jeunes plants cultives sur mal­
tose (photo 8) ont un tissu cortical plus 
mince et mieux structure que celles des 
plants cultives sur saccharose (photo 9). 
Celles-ci presentent un cortex clesorganise 
sans epiclerme. MANSIIARDT et WENSI.AFF 
(1989) et FITCH et al. (1990) ont releve 
egalement !'aspect "hyclrique" des racines 
de jeunes plants de papayer cultives sur 
saccharose. 

Les pourcentages de germination restant 
foibles (5 a 13 %, tableau 3), de l'acide 
gibberellique a ete ajoute au milieu de 
germination. En effet, chez un certain 
nombre cl'especes, la presence d'acicle 
gibberellique clans les milieux de germi­
nation augmente le taux de conversion 
des embryons somatiques (RANGASWAMY, 
1986). Le tableau 4 montre que l'aclclition 
cl'acicle gibberellique a une concentration 
de 1 pM ameliore le pourcentage de ger­
mination clans tous les cas envisages, 
quels que soient le sucre utilise et sa 
concentration. 

Differentes solutions de macroelements et 
de microelements clans le milieu de ger­
mination ont ere testees. Ce sonr ceux de 
"Woody Plant medium" les plus frequem­
ment employes pour la propagation 
cl'arbres et arbustes ornementaux (LLOYD 
et MAC CowN, 1980) qui ont ere les plus 
efficaces. Plus recemment, ils ont ere utili­
ses avec succes pour la regeneration de 
plants transformes de peupliers hybricles 
(HOWE et al., 1994). 



100 µm 
8. 

comparaison du comportement 

des embryons somatiques 

et zygotiques 

Dans le but d'augmenter le pourcentage 
de germination des emb1yons somatiques 
(22,9 % clans le meilleur des cas, tableau 4), 
leur comportement a ere compare a celui 
cl'embryons zygotiques. Le tableau 5 pre­
sence les pourcentages de germination 
obtenus a partir de graines entieres mises 
en culture en serre, de graines entieres 
mises a germer in uirro, et d'emb1yons 
zygotiques isoles des teguments de la 
graine entoures ou non de !'albumen et 
cultives in vitro. La germination est arres­
tee par l'allongement de 1"11ypocotyle et 
!'emergence de racines. Les resultats met­
tent en evidence les capacites germina­
tives limitees des graines in vitro et in 

viva (50 a 56 %) er surtout le role positif 
de la presence de !'albumen sur la germi­
nation in vitro des embryons zygotiques 
isoles (66 % contre 11 %). 

Les emb1yons zygotiques isoles sans albu­
men constituent le modele se rapprochant 
le plus des embryons ·omatiques. Leur 
pourcentage de germination obtenu apres 
10 jours de culture a l'obscurite sur le 
milieu SA3G a clone ere compare a celui 
des embryons somatiques. Ces pourcen-
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Tableau 4 

Photos 8 et 9 
Sections longitudinales axiales 

de racines de jeunes plantes 

issues d.'embryons somatiques 

cultives sur milieux enrichis 

en maltose MA3G (44 mM 

+ acide gibberellique 1 µm) 

(photo 8) ou en saccharose

SA3G (44 mM + acide 

gibberellique 1 µm) (photo 9).

PC : parenchyme cortical ; 
SV: systeme vasculaire. 

Effet de la presence cl'acicle gibberellique (GA3) sur le pourcentage 
de germination selon la source carbonee utilisee. 

Sucres Concentration (mM) GA3(µM) Milieux % embryons germes 

Saccharose 11 0 SAl 4,5 
22 0 SA2 3,1 
44 0 SA3 4,2 
88 0 SA4 3,1 

176 0 SA5 1 

11 1 SAlG 9,4 
22 SA2G 20 
44 1 SA3G 22,9 
88 1 SA4G 14,6 

176 1 SA5G 9,4 

Maltose 11 0 MA1 4,2 
22 0 MA2 2,3 
44 0 MA3 2,1 
88 0 MA4 2,1 

176 0 MA5 0 

11 MAlG 15,1 
22 1 MA2G 15,3 
44 1 MA3G 11,5 
88 1 MA4G 13,5 

176 1 MA5G 19,8 

Les% d'embryons germes obtenus sur SA sont significativement differents de ceux 
obtenus sur SAG et les % sur MA sont significativement differents de ceux obtenus 
sur MAG a 1 % par test Chi 2 (comparaison de profits). 

Fruits, vol. 49 (4) : 285 
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Tableau 5 
Comparaison des taux de germination de divers materiels apres 
10 jours de culture. 

Effectif 
% 

Graines 
serre1 

100 
56 

Graines 
CIV2

50 
50 

Embryon zygotique Embryon zygotique 
+ albumen 2 sans albumen 2 

50 
66 

50 
11 

(1) graines mises a germer en terre sous serre.
(2) materiel cultive in vitro sur le milieu SA3G (saccharose 44 mM + acide
gibberellique 1 µm).

Tableau 6 
Comparaison de la germination d'emb1yons zygotiques et somatiques 
sur milieu SA3G* de germination a l'obscurite. 

Types d'embryons 

Zygotiques sans albumen 
Somatiques 

Effectif 

204 
215 

% d'embryons germes 

35 
43 

0SA3G : saccharose 44 mM + acide gibberellique 1 µm. 

tages ne sont pas significativement diffe­
rents entre eux ( 43 et 35 %, tableau 6). Ils 
restent inferieurs a ceux obtenus !ors de 
la germination de graines entieres in viva 
(56 %) ou d'embryons mis a germer in 
vitro avec leur albumen (66 %). Ces resul­
tats semblent prouver que le milieu de 
culture !ors de la germination est inca­
pable de remplacer completement !'albu­
men. Sa composition pourrait done 
encore etre amelioree. 

• • • • conclusions 

Des cals emb1yogenes haute frequence 
ont deja ete obtenus chez le papayer a 
partir d'emb1yons zygotiques immatures 
(CHEN et al., 1991 ; FITCH et MANSHARDT, 
1990), de racines (CHEN et al., 1987) ou 
d'hypocotyles de tres jeunes plantes 
(FITCH, 1993). 

Peu d'elements precis concernant l'entre­
tien de ce type de cal sont fournis. Seuls 
CHEN et al. (1991) constatent une forma­
tion d'embryons apparernment continue 
lorsque le milieu contient de l'ABA. Nos 
resultats demontrant !'initiation du cal 
embryogene haute frequence !ors du 
transfert de l'explant sur un milieu enrichi 
en ABA contribuent a faire jouer a cette 

286 • Fruits, vol. 49 (4) 
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hormone un role particulier clans !'induc­
tion et le maintien en proliferation de ce 
type de cal, du moins chez le papayer. Ce 
fait n'est pas general. Chez le cafeier 
(SONDAHL et SHARP, 1977), la luzerne 
(MEIJER et BRO\VN, 1987), !'eucalyptus 
(MURALIDHARAN et al., 1989), la carotte 
(NOMURA et KOMAMINE, 1985), des cals 
embryogenes haute frequence ont ete 
obtenus et maintenus en proliferation sur 
des milieux renferrnant un melange 
auxine-cytokinine et plus ou moins enri­
chis en glutamine, en hydrolysat de 
caseine ou en proline. 

L'analyse histologique a montre que les 
tres nombreux embryons formes provien­
nent de !'evolution de cellules de type 
embryogene constituant le cal embryo­
gene haute frequence. Ces embryons ont 
bien une origine unicellulaire et ne sont 
pas des embryons seconclaires comme 
ceux obtenus par CHEN et al. (1991). 

La definition des conditions optimales de 
germination des embryons somatiques 
obtenus sur ces cals embryogenes haute 
frequence a montre l'effet benefique de la 
GA3, ce qui a deja ete mis en evidence 
pour beaucoup d'especes. Sans com­
prenclre exactement son role, on constate 
que l'adjonction de GA3 au milieu de ger­
mination des embryons augmente la fre­
quence de germination chez]uglans regia 
(DENG et CORNU, 1992) et chez les Citrus 
(HIDAKA et OMURA, 1989). II !eve la dor­
mance des embryons et stimule l'enraci­
nement chez cliverses especes : Citrus, 
bois de sental et ma·is (RANGASWAMY, 
1986). L'efficacite du maltose, comme 
source carbonee clans le milieu de germi­
nation, sur la qualite et la frequence de 
germination a ete egalement observee sur 
les embryons somatiques de luzerne 
(STRICKLAND et al., 1987). 

Dans le cadre de nos experimentations 
les taux de germination des embryons 
somatiques de papayer restent, malgre 
tout, encore faibles. II est interessant de 
noter qu'ils sont voisins de ceux des 
embryons zygotiques sans albumen mis a 
genner dans les memes conditions. La 
composition du milieu de germination 
semble done etre en cause. Chez l'hevea, 
95 % d'emb1yons zygotiques matures ger­
ment in vitro sans avoir besoin d'albumen 
(ETIENNE et al., 1993). 

Cependant, le fait que 56 % de graines de 
Garica papaya seulement soient capables 
de germer en serre revele une certaine 
recalcitrance. La presence de nombreuses 
graines vides, resultant de l'avortement de 
l'embryon peut expliquer en partie ces 
observations. 

La conformite des plantes obtenues a par­
tir des emb1yons somatiques reste a eta­
blir par des essais en champ : morpholo­
gie des plantes, qualite des fruits, niveau 
de plo'idie. Le maintien de la conformite 
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Caracterisation 
des principales varietes 
de <lattes cultivees 
dans la region du Djerid 
en Tunisie. 

RESUME 

Cerra ins crireres phys iques 
er physico-ch imiques de 
21 varieres cle dar res cu l r ivees 
au sud de la  Tun is ie ,  c lont  
la Degler  Nour ,  onr ere e rucl i es .  
Cela a abou r i  a u  classement 
cles cu l t ivars en fonction de 
cri teres cle qua l ite specifi ques 
cle l ' i ndustrie cb rr iere. 
Des ca racteres morpholog iques 
parricu l ieremenr i 11 1eressanrs 
( d imensions des fru its et teneur 
en pu lpe )  onr ere rrouves pou r 
les va rietes Menakher. 
Boufogous et Trongea .  
Sept acides amines sont 
presents c lans la  pu l pe cles 
clanes �I une teneu r  significat ive ,  
ma is  les ra ux  ct ·acic les amines 
rotaux  sont t res var iab les se lon 
les va rietes ( cle 82 ,1 
700 mg/ 100  g cle mat iere 
seche ) .  Les varietes qu i  ont 
les plus fo rtes teneu rs en acides 
am ines sonr les mains aptes ,1 
une honne conse1Yat ion .  
Les  fortes reneurs en ma la te ont  
ere rel evees chez les d, t t tes 
sechcs et pou rraient expl iquer 
en parr ie  leur  fo ible valeu r 
a romat ique.  
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Characterization 
of the Main Varieties 
of Dates Grown 
in the Djerid Region 
of Tunisia. 

ABSTRACT 

Some physical and 
physicochemical factors were 
invest igated in 21 date var iet ies ,  
including Degler Nour ,  grown 
in southern Tunis i a .  Date 
cu l r ivars were thus c lass ified 
accord i ng to speci fic qua l i ty  
criteria se t  out by the  ela te  
industry .  Very i nterest ing 
morphological  t ra i t s  ( fru i t  s ize 
and pu l p  content ) were noted 
for Menakher, Boufagous and 
Trongea var ie t ies .  H igh levels 
of seven am ino ac ids were 
detected i n  dare pu lp ,  but  there 
were considerable variety­
dependent variations i n  tota l 
am ino  ac id levels 
(82-700 mg/ 100  g dry mat ter ) .  
Variet ies with the h ighest amino 
acid contents  had the poorest 
conservation performances . 
H igh levels of ma la te were 
detected in dried elates, which 
cou ld partia l ly exp la in  the i r  low 
a ronwr ic  va lue .  

• o • • • • • • • o o o • • e 

Caracterizaci6n de las 
principales variedades 
de datiles cultivadas en 
la comarca del Djerid, 
en Timez. 

RESUMEN 

Se esrud iaron cierros cr i terios 
fis icos y fis ico-qufm icos de 
2 1  varieclacles c le da r i les 
cu l t ivadas en  e l  sur cle TC1 nez, 
y entre las cu a l es fig u raha 
la  Degler Nour. D icho estudio 
clesemboc6 en la  c las i ficaci6n 
cle !as  var iedacles en func i6n 
de cri ter ios de ca l idad 
especificos c le l a  inc lustr ia c le 
los d{t t i les .  En bs var iedades 
Menakher, Boufagous y
Trongea se enconrraron 
caracreres morfol6g icos 

·' particu l ct rmenre in teresantes 
( cl imens iones de los fru tos 
y canr iclctd de pu lpa ) .  S iere 
aminoc'1c idos esran presences 
en la  pu l pa de los datiles y con 
proporciones sign i ficativas, 
pero las  rasas de aminoaciclos 
totales varfan rnucho segCt n  las 
va rieclades (de 82 a 
700 mg/ 1 00 g de marer ia seca ) .  
Aquel la s var ieclacles q u e  poseen 
l a s  mayores proporc iones de 
aminoacidos son !as rnenos 
apras  para u n a  buena 
conserv, 1c i6n .  Se observaron 
grandes cant iclacles de ma la to 
en los cla t i les  secos , lo cued 
pod rfa expl icar en pane su leve 
va lor aron1{1 t ico .  
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