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Cals embryogénes
haute fréquence issus
de plantules de semis
chez Carica papaya L. :
obtention et germi-
nation des embryons
somatiques.

RESUME

Sur des portions de tiges,
d’épicotyles ou de pétioles
prélevés sur de jeunes
vitroplants de papayers agés de
2 mois, des cals embryogenes
haute fréquence ont été formés
apres transfert successif
mensuel sur 3 milicux de
culture différents. Le cal
embryogene haute fréquence
est formé sur le milieu M3 ¢ il
est constitué de cellules de type
embryogene évoluant en
embryon d'origine unicellulaire.
Une amélioration du
pourcentage de germination de
ces embryons est obtenue par
I'adjonction dacide
gibbérellique (GA3) au milieu
de culture, et le maltose utilis¢
comme source carbonée
favorise la qualité du systeme
racinaire des plantules.

La comparaison entre les
pourcentages de germination
des embryons somatiques et
des embryons zygotiques isolés
avec ou sans albumen, montre
que la composition du milicu
de germination peut ¢tre
encore améliorée.
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High Frequency
Embryogenic Calli
Formed on Carica
papaya L. Seedling
Pieces: Somatic Embryo
Development and
Germination.

ABSTRACT

High frequency embryogenic
calli formed on in vitro cultured
picces of stem. epicotyl and
petiole from young 2-month-old
papaya trees. Callus formation
was obtained after three
successive monthly cultures

on a series of media. High
frequency embryogenic calli
obtained on M3 medium were
composed of embryogenic cells
which developed into embryos
of unicellular origin.

The addition of gibberellic 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 further
improved.
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Callos embridgenos alta
frecuencia procedentes
de plantulas de
siembras en Carica
papaya L. : consecucion
y germinacion de los
embriones somaticos.

RESUMEN

En porciones de tallos,

de epicolitos o de peciolos
extraidos de papayos jovenes
(2 meses de edad) y cultivados
in vitro. se formaron callos
embriogenos alta frecuencia
después de tres cultivos
mensuales sucesivos en la serie
de ambientes. Se forma el callo
embridgeno alta frecuencia en
el ambiente M3 : dicho callo

se compone de celulas de tipo
embridgeno que evolucionan
hasta convertirse en embriones
de origen unicelular. Se obtiene
un mejoramiento del porcentaje
de germinacion de esos
embriones anadiendo dcido
gibelérico (GA3) al medio de
cultivo : la maltosa usada como
fuente carbonada favorece la
calidad del sistema radicular de
las plantulas. La comparacion
entre los porcentajes de
germinacion de los embriones
somiticos y de los embriones
cigdticos aislados con o sin
albumen muestra que la
composicion del ambiente

de germinacion puede adn ser
mejorado.

PALABRAS CLAVES
Carica papcaya, callo,
embrién somatico,
germinacion, medio de
cultivo, acido giberelico,
maltosa, sucrosa.
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L'embryogenese somatique du papayer
(Carica papaya L.), comme celle de plu-
sieurs especes voisines, semble relative-
ment facile a réaliser et a été décrite
depuis plusieurs années par de nombreux
auteurs (rapportés par Fricii, 1993).

Les résultats les plus récents (Frren, 1993)
font également mention d’embryogenese
somatique a haute fréquence. Ces cals
embryogenes haute fréquence correspon-
dent a des cals friables permettant
lobtention  d’'un trés  grand nombre
d’embryons somatiques. Toutes ces don-
nées font référence a une embryogenese
incuite aprés callogenese a partir d’em-
bryons zygotiques immatures ou d’hypo-
cotyles (Litz et Conover 1981, 1982 ; Fricn
et MANSHARDT 1990 ; CHEN el al,
1991 ; Frrci, 1993). Seuls quelques résul-
tats témoignent de la réussite de I'em-
bryogenése somatique haute fréquence a
partir de tissus adultes (VEGA DE Rojas et
Kiro, 1991 ; MONMARSON et al., 1995).
Pourtant, c’est seulement cette origine qui
permet d’envisager le clonage d'individus
génétliquement non fixés, le papayer étant
une plante allogame. Ces remarques
prennent tout leur sens pour les pro-
grammes de transformation génétique qui
ont déja abouti a des succes notoires que
ce soit par bombardement de micropro-
jectiles  (Frrew et al, 1990) ou via
Agrobacteritim (FricH el al., 1993).

Ce processus d'embryogenese somatique
haute fréquence assez facile 4 obtenir
chez le papayer comporte cependant des
lacunes déjd mentionnées par dautres
auteurs :

— lorigine et la structure histologique de
ces cals sont mal connues ;

— le pourcentage de germination des
embryons obtenus est faible et les plan-
tules formées présentent souvent des ano-
malies morphologiques.

Les expérimentations présentées ici sont
fondées sur la mise en culture d'explants
provenant de plantules ayant un potentiel
élevé de production de cals embryogenes
haute fréquence. Ce matériel de départ
présente la méme morphologie et struc-
ture histocytologique que les cals obtenus
a partir de téguments internes de papayer
(MONMARSON et al., 1995) et reste plus
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facilement disponible. Lamélioration de
la qualité et du nombre d’'embryons
somatiques germés était 'objectif princi-
pal de ce travail.

matériel
et méthodes

matériel végétal

Des portions de tiges, de pétioles et de
racines (de 0.3 4 0,5 cm de longueur) ou
de feuilles, sont prélevées sur de jeunes
plants de papayer dgés de deux mois
ayant été cultivés i vitro depuis leur ger-
mination.

Les capacités de  germination  des
embryons somatiques obtenus sont com-
parées a celles des embryons zygotiques
prélevés sur des graines mires, isolés de
leurs téguments et cultivés in vitro soit
seuls, soit entourés de Malbumen.

milieux de culture

milieu M1 d’induction
de la callogenése

Le milieu de base MB contient des sels
MS/2 (MURASHIGE ¢l SKOOG, 1962), des
vitamines définies par Ciex et al. (1987),
du sulfate d'adénine (370 pM), de la
glutamine (685 pM) et du saccharose
(120 mM). Le milicu de callogenése M1
est obtenu en ajoutant au milieu MB un
auxinomimétique, le 2,4-1> (9 puM).

Sur ce milieu, la culture dure de un 2
deux mois selon les protocoles expéri-
mentaus.

milieu M2 d’expression

de I'embryogenése

Le milicu M2 d’expression de 'embryoge-
nese differe du milieu précédent par les
substances de croissance. M2 renferme du
2,4-D (0,09 pM) et de la kinétine (1 pM).
La durce de culture sur ce milieu est de
un Mmois.

milieu M3 d’expression du cal
embryogéne haute fréquence
Pour constituer le milieu M3 d'expression
du cal embryogene haute fréquence, de



I'acide abscissique (0,5 pM) est ajouté au
milieu M2. Ce milieu M3, renouvelé
chaque mois, permet également l'entre-
tien des cals embryogenes haute fré-
quence.

milieu de germination des embryons
somatiques ou zygotiques

Ce milieu de germination contient les
macroéléments et microéléments de
LLoyd et Mc Cown (1980) et les vitamines
définies par YiE et Liaw (1977).

Une gamme de concentration de maltose
(MA) et de saccharose (SA) est expéri-
mentée. Les milieux, contenant 11, 22, 44,
88 et 176 mM de maltose ou de saccha-
rose, sont nommeés respectivement MA1 a
MAS et SA1 a SAS.

L'acide gibbérellique GA3 (1 pM) est testé
en présence de différentes sources carbo-
nées dans les milieux MAIG (MAl +
GA3) a MASG et SAIG (SA1 + GA3) a
SA5G. Les embryons somatiques sont pla-
cés sur ces milieux, a raison de deux
embryons par tube, durant 10 ou 30 jours.
Les embryons zygotiques issus de graines
matures sont extraits de leurs téguments.
Selon le cas, ils sont séparés ou non de
leur albumen et placés sur le milieu SA3G
pendant 10 jours pour comparer leur
comportement a celui des embryons
somatiques dans les mémes conditions.

milieu de croissance

La composition de base du milieu de
croissance est identique a celle du milieu
de germination. Le sucre est soit du sac-
charose soit du maltose utilisés a la
concentration de 44 mM. Il ne renferme
pas de substances de croissance mais du
charbon actif (0,03 %). Les jeunes plantes
croissent sur ce milieu pendant trois mois
en étant repiquées tous les mois, puis
elles sont sevrées.

Les milieux M1, M2, M3 sont solidifiés
par du Phytagel (0,2 %) et les milieux de
germination et de croissance par de I'agar
Difco (0,75 %). Leur pH est ajusté avant
autoclavage a 5,8.

conditions de culture

Pour chaque étape de culture, la tempéra-
ture est de 28 + 1 °C. La callogenese,
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I'expression de I'embryogenése et 'induc-
tion du cal embryogene haute fréquence
s'effectuent en boites de Pétri a I'obscu-
rité. La germination des embryons soma-
tiques a lieu soit a l'obscurité soit a la
lumiere : leur croissance est réalisée en
tubes, selon une photopériode de 12 h
jour/12 h nuit, avec une intensité lumi-
neuse de 50 pm/m?/sec.

histocytologie

Une dizaine d'explants (pétioles et tiges)
cultivés sur les milieux M1, M2, M3 sont
fixés hebdomadairement pendant  dix
semaines par une solution d'acroléine
(2%) et glutaraldéhyde (2%) dans un
tampon phosphate (0,2 M, PIH 7,2) a
laquelle est ajoutée de la caféine (1 %)
pour précipiter in situ les polyphénols
oxydés. Déshydratés, puis inclus dans la
résine Kulzer 7100 (Labonord) ils sont
sectionnés a une épaisseur de 3 pm avec
le microtome LKB Historange. Les sec-
tions sont colorées par le PAS-Naphthol
Blue Black. Le PAS colore spécifiquement
en rouge les polysaccharides (MarTojA et
MARTOJA, 1967) et le Naphthol Blue Black
révele  spécifiquement  les  protéines
solubles ou de réserve en bleu noir
(FistER, 1968).

Les racines de jeunes plants croissant sur
un milieu enrichi en saccharose ou en
maltose sont fixées, incluses, coupées et
colorées selon le méme protocole.

résultats
et discussion

obtention de cals embryogénes
haute fréquence

Différents types d'explants ont été culti-
vés sur la  succession mensuelle de
milieux M1, M1, M2, M3 afin de définir
ceux qui exprimaient une potentialité
embryogeéne. Le tableau 1 montre que si
tous les types d’explants, 2 part ceux pré-
levés sur les feuilles, donnaient une forte
proportion de cals aprés un mois de cul-
ture sur M1, seuls les morceaux de tiges,
d’épicotyles et de pétioles fournissaient
des embryons aprés quatre mois.
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Tableau 1
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Le début de callogenése a pu étre
observé deés la deuxiéme semaine de cul-
ture ; apreés deux mois sur le milieu M1 le
cal est devenu volumineux, friable, hyper-
hydrique et de couleur blanc créme. Les
premiers embryons se sont formés sur le
milieu M2 au cours du troisieéme mois de
culture. Le passage sur le milieu M3
contenant de l'acide abcissique a modifié
l'aspect de certains cals qui étaient alors
moins hydriques et d’une couleur évo-
luant vers l'ocre. Sur ces cals, des
embryons somatiques se sont alors for-
més en grand nombre.

Sur les trois catégories d’explants ayant
donné une réponse embryogeéne, diffé-
rents schémas expérimentaux ont été tes-
tés pour optimiser le pourcentage
d’explants réactifs. C’est la succession
mensuelle M1, M2, M3 (tableau 2) qui a
fourni les meilleurs résultats. Les pourcen-
tages obtenus, nettement supérieurs a
ceux de I'expérimentation précédente réa-
lisée avec la succession mensuelle M1,
M1, M2 et M3 (tableau 1), tendent a
démontrer que le maintien du cal sur M1
pendant deux mois perturbe I'expression
de I'embryogeneése.

Le milieu M3 induit non seulement le
caractere embryogene haute fréquence et

Callogenese et embryogenese obtenues (en %) selon le type
d’explant aprés respectivement un et quatre mois de culture.
Succession mensuelle de milieux : M1, M1, M2 et M3.

Type

d’explants

Tiges
Epicotyles
Pétioles
Racines
Feuilles

Tableau 2

% de cals apreés
1 mois de culture

% de cals porteurs
d’embryons aprés 4 mois de culture

OO N WwWW

Embryogenése obtenue (en %) aprés 3 mois de culture selon le type
d’explants et la succession de milieux.

Types
d'explants

Epicotyles
Pétioles
Tiges

M1, M1, M2

19,2

0
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Succession mensuelle de milieux

M1, M1, M3 M1, M2, M3 M1, M3, M3
5 47,2 9
0 38,5 4
0 55,5 0
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son expression, mais permet aussi la mul-
tiplication et I'entretien de ce type de cal.
En effet, par des repiquages mensuels sur
ce milieu, les cals ont été conservés avec
leur potentialité embryogéne pendant
quatre ans.

Chez le papayer, différents explants ont
fourni, avec des protocoles de culture
variés, des cals embryogénes haute fré-
quence : suspensions cellulaires prove-
nant de cals d’ovules fécondés (Litz et
CONOVER, 1982), racines de semis effec-
tués in vitro (CHEN et al., 1987), tiges de
semis réalisés 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 Kirto, 1991 ;
MONMARSON et al., 1995).

La présence d’acide abcissique permet,
dans ces conditions de culture, entretien
de la potentialit¢ embryogéne haute fré-
quence tout en favorisant un développe-
ment normal des embryons. CHEN et al.
(1991) ainsi que CHEN et CHEN (1992)
avaient déja mis en évidence ce role de
I'acide abcissique sur la multiplication en
grand nombre d’embryons fils obtenus 2
partir d’embryons somatiques provenant
de la culture d’embryons zygotiques
immatures.

aspect histologique

Sur le premier milieu de culture M1, les
explants étudiés (issus de tiges et
pétioles) montrent que le cal est formé
par la multiplication des cellules périvas-
culaires (fleches sur la photo 1). Sur le
deuxiéme 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 évoluent en jeunes embryons
globulaires qui sont a l'origine des pre-
miers embryons formés (photo 5). Sur le
milieu M3, le cal embryogene haute fré-
quence est constitué de cellules de type
embryogéne (photo 6) plus ou moins iso-
lées les unes des autres, évoluant pour
beaucoup d’entre elles en embryons
(photo 7). Ces embryons somatiques ont
une origine unicellulaire.
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Photo 1

Section transversale d’un
pétiole aprés une semaine
de culture sur le milieu M1.
Les cellules situées a la
périphérie du systéme
vasculaire SV se
multiplient (fléches) et
sont a I'origine du cal.

Photos 2 a 5

Evolution de cals formés
sur des portions
d’épicotyles cultivés sur le
milieu M2 aprés passage
pendant 1 mois sur

le milieu M1.

Photo 2

Aspect des cellules du cal
formé sur le milieu M2
aprés une culture sur M1
durant 1 mois.

Photo 3

Formation du cal friable
par isolement des cellules
qui le constituent,

sur milieu M2.

Photo 4

Recloisonnement cellulaire
donnant naissance a de
Jjeunes proembryons
globulaires (PE) sur

.milieu M2.

Photo 5

Aspect histologique d’'un
embryon somatique formé
sur le milieu M2.

C : cotylédons ;

MA : méristéme apical ;
R : ébauches racinaires.

Photo 6

Aspect cytologique du cal
embryogéne haute
fréquence formé sur le
milieu M3 aprés 1 mois
de culture sur M1 et

1 mois sur M2.

Photo 7

Jeunes embryons soma-
tiques (E) formés par le
recloisonnement des
cellules embryogénes
du cal.
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germination et croissance
des embryons somatiques

Dans nos conditions de culture, les
embryons somatiques obtenus sur les cals
embryogenes haute fréquence cultivés sur
le milieu M3 ne germent pas spontané-
ment. Des milieux de germination puis de
croissance doivent étre utilisés pour obte-
nir des plantes aptes a étre sevrées. Selon
les auteurs, la germination des embryons
somatiques de papayer est plus ou moins
aisée. Chen et al. (1991) ainsi que CrHEN et
CHEN (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 kinétine pour la
germination ou un milieu contenant de
l'acide indolbutyrique (AIB) pour per-
mettre 'enracinement (Fircn et al., 1993).
Pour Litz et CoNovir (1982) de lacide
naphtaleéne acétique (ANA) et de la ben-
zylaminopurine (BAP) doivent étre pré-
sents dans le milieu de germination. La
nature de la source carbonée semble éga-
lement trés importante pour la germina-
tion et varie selon les especes : le galac-
tose et le sorbitol donnent de bons
résultats sur Citrus (HipAka et OMURA,
1989) et le maltose améliore la qualité
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
Sucres (mM)

Saccharose 11

Maltose 11
22

44

88

176

nb d’embryons % d’embryons
somatiques germés
184 Tl
191 IS
192 155
194 8,8
192 597
182 9,3
184 9,2
192 6,8
190 7.9
192 9,9

Pour une concentration donnée de saccharose et de maltose, le taux d’embryons
obtenus ne sont pas significativement différents (Test Chi 2, comparaison de

profils).
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et al, 1990). luzerne (STRICKIAND et al.,
1987).

Des expériences préliminaires ont indiqué
que les meilleures réponses de germina-
tion avec les embryons somatiques de
papayer formés dans nos conditions de
culture étaient obtenues avec du saccha-
rose ou du maltose. Le tableau 3 montre
quaucune différence significative n’est
décelable entre les pourcentages de ger-
mination obtenus sur saccharose et mal-
tose quelles que soient les concentrations
utilisées. Cependant les jeunes plantes
formées en présence de maltose présen-
tent des racines lisses par rapport a celles
qui germent et croissent sur des milieux
contenant du saccharose. Une section
longitudinale de ces deux types racinaires
permet d'établir leur différence de struc-
ture. Pour un méme diametre moyen, les
racines des jeunes plants cultivés sur mal-
tose (photo 8) ont un tissu cortical plus
mince et mieux structuré que celles des
plants cultivés sur saccharose (photo 9).
Celles-ci présentent un cortex désorganisé
sans épiderme. MANSHARDT et WENSLAFE
(1989) et FricH et al. (1990) ont relevé
également l'aspect “hydrique” des racines
de jeunes plants de papayer cultivés sur
saccharose.

Les pourcentages de germination restant
faibles (5 a 13 %, tableau 3), de l'acide
gibbérellique a été ajouté au milieu de
germination. En effet, chez un certain
nombre d'espeéces, la présence dacide
gibbérellique dans les milieux de germi-
nation augmente le taux de conversion
des embryons somatiques (RANGASWAMY,
1986). Le tableau 4 montre que l'addition
d'acide gibbérellique 4 une concentration
de 1 pM améliore le pourcentage de ger-
mination dans tous les cas envisagés,
quels que soient le sucre utilisé et sa
concentration.

Différentes solutions de macroéléments et
de microéléments dans le milieu de ger-
mination ont été testées. Ce sont ceux de
“Woody Plant medium” les plus fréquem-
ment employés pour la propagation
d’arbres et arbustes ornementaux (LLOYD
et Mac Cown, 1980) qui ont été les plus
efficaces. Plus récemment, ils ont été utili-
sés avec succes pour la régénération de
plants transformés de peupliers hybrides
(HOWE et al., 1994).
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Photos 8 et 9

Sections longitudinales axiales
de racines de jeunes plantes
issues d’'embryons somatiques
cultivés sur milieux enrichis

en maltose MA3G (44 mM

+ acide gibbérellique 1 pm)
(photo 8) ou en saccharose
SA3G (44 mM + acide
gibbérellique 1 um) (photo 9).
PC : parenchyme cortical ;

SV : systéme vasculaire.

comparaison du comportement
des embryons somatiques
et zygotiques

Dans le but d’augmenter le pourcentage
de germination des embryons somatiques
(22,9 % dans le meilleur des cas, tableau 4),
leur comportement a été comparé a celui
d’embryons zygotiques. Le tableau 5 pré-
sente les pourcentages de germination
obtenus a partir de graines entiéres mises
en culture en serre, de graines entiéres
mises a germer in vitro, et d'embryons
zygotiques isolés des téguments de la
graine entourés ou non de 'albumen et
cultivés in vitro. La germination est attes-
tée par l'allongement de l'hypocotyle et
I'émergence de racines. Les résultats met-
tent en évidence les capacités germina-
tives limitées des graines in vitro et in
vivo (50 4 56 %) et surtout le role positif
de la présence de I'albumen sur la germi-
nation in vitro des embryons zygotiques
isolés (66 % contre 11 %).

Les embryons zygotiques isolés sans albu-
men constituent le modele se rapprochant
le plus des embryons somatiques. Leur
pourcentage de germination obtenu apres
10 jours de culture a l'obscurité sur le
milieu SA3G a donc été comparé a celui
des embryons somatiques. Ces pourcen-

Tableau 4
Effet de la présence d’acide gibbérellique (GA3) sur le pourcentage
de germination selon la source carbonée utilisée.

Sucres Concentration (mM) GA3 (pM) Milieux % embryons germés
Saccharose 11 0 SAl 4,5
22 0 SA2 3.
44 0 SA3 4,2
88 0 SA4 3,1
176 0 SAS 1
11 1 SA1G 9,4
22 1 SA2G 20
44 il SA3G 220)
88 1 SA4G 14,6
176 1 SASG 9,4
Maltose 11 0 MAI1 4,2
22 0 MA2 2,3
44 0 MA3 24
88 0 MA4 2,1
176 0 MAS 0
11 1 MA1G 15,1
22 1 MA2G 15,3
44 1 MA3G 18155
88 1 MA4G 13,5
176 1 MASG 19,8

Les % d’embryons germés obtenus sur SA sont significativement différents de ceux
obtenus sur SAG et les % sur MA sont significativement différents de ceux obtenus
sur MAG 4 1 % par test Chi 2 (comparaison de profils).
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Tableau 5
Comparaison des taux de germination de divers matériels apres
10 jours de culture.

Graines Graines Embryonzygotique Embryon zygotique
serrel CIv? + albumen? sans albumen ?
Effectif 100 50 50 50
% 56 50 66 il

(1) graines mises 4 germer en terre sous serre.
(2) matériel cultivé in vitro sur le milieu SA3G (saccharose 44 mM + acide
gibbérellique 1 pm).

Tableau 6
Comparaison de la germination d’embryons zygotiques et somatiques
sur milieu SA3G" de germination a I’obscurité.

Types d’embryons Effectif % d’embryons germés
Zygotiques sans albumen 204 35
Somatiques 215 43

'SA3G : saccharose 44 mM + acide gibbérellique 1 pm.

tages ne sont pas significativement diffé-
rents entre eux (43 et 35 %, tableau 6). Ils
restent inférieurs a ceux obtenus lors de

la germination de graines entiéres in vivo
(56 %) ou d’embryons mis a4 germer in
vitro avec leur albumen (66 %). Ces résul-

tats semblent prouver que le milieu de
culture lors de la germination est inca-
pable de remplacer completement l'albu-
men. Sa composition pourrait donc
encore étre améliorée.

conclusions

Des cals embryogeénes haute fréquence
ont déja été obtenus chez le papayer a

partir d’embryons zygotiques immatures

(CHEN et al, 1991 ; FITCH et MANSHARDT,
1990), de racines (CHEN et al., 1987) ou
d’hypocotyles de trés jeunes plantes
(FrTcH, 1993).

Peu d’éléments précis concernant |'entre-
tien de ce type de cal sont fournis. Seuls
CHEN et al. (1991) constatent une forma-
tion d’embryons apparemment continue
lorsque le milieu contient de ’ABA. Nos
résultats démontrant linitiation du cal
embryogéne haute fréquence lors du

transfert de 'explant sur un milieu enrichi

en ABA contribuent a faire jouer a cette
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hormone un réle particulier dans l'induc-
tion et le maintien en prolifération de ce
type de cal, du moins chez le papayer. Ce
fait n’est pas général. Chez le caféier
(SoNDAHL et SHARP, 1977), la luzerne
(MEJER et Brown, 1987), leucalyptus
(MURALIDHARAN et al., 1989), la carotte
(NomURA et KOMAMINE, 1985), des cals
embryogeénes haute fréquence ont été
obtenus et maintenus en prolifération sur
des milieux renfermant un mélange
auxine-cytokinine et plus ou moins enri-
chis en glutamine, en hydrolysat de
caséine ou en proline.

L’analyse histologique a montré que les
trés nombreux embryons formés provien-
nent de lévolution de cellules de type
embryogeéne constituant le cal embryo-
geéne haute fréquence. Ces embryons ont
bien une origine unicellulaire et ne sont
pas des embryons secondaires comme
ceux obtenus par CHEN et al. (1991).

La définition des conditions optimales de
germination des embryons somatiques
obtenus sur ces cals embryogeénes haute
fréquence a montré l'effet bénéfique de la
GA3, ce qui a déja été mis en évidence
pour beaucoup d’espéces. Sans com-
prendre exactement son réle, on constate
que 'adjonction de GA3 au milieu de ger-
mination des embryons augmente la fré-
quence de germination chez Juglans regia
(DENG et CorNU, 1992) et chez les Citrus
(Hipaka et OMURA, 1989). 1l leve la dor-
mance des embryons et stimule l'enraci-
nement chez diverses especes : Citrus,
bois de sental et mais (RANGASWAMY,
1986). Llefficacité du maltose, comme
source carbonée dans le milieu de germi-
nation, sur la qualité et la fréquence de
germination a été également observée sur
les embryons somatiques de luzerne
(STRICKLAND et al., 1987).

Dans le cadre de nos expérimentations
les taux de germination des embryons
somatiques de papayer restent, malgré
tout, encore faibles. Il est intéressant de
noter qu’ils sont voisins de ceux des
embryons zygotiques sans albumen mis a
germer dans les mémes conditions. La
composition du milieu de germination
semble donc étre en cause. Chez I’hévéa,
95 % d’embryons zygotiques matures ger-
ment i1 vitro sans avoir besoin d’albumen
(ETIENNE et al., 1993).



Cependant, le fait que 56 % de graines de
Carica papaya seulement soient capables
de germer en serre révele une certaine
récalcitrance. La présence de nombreuses
graines vides, résultant de 'avortement de
I'embryon peut expliquer en partie ces
observations.

La conformité des plantes obtenues a par-
tir des embryons somatiques reste a éta-
blir par des essais en champ : morpholo-
gie des plantes, qualité des fruits, niveau
de ploidie. Le maintien de la conformité
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