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Effect of exogenous phytohormones on the evolution of certain biochemical
parameters during the somatic embryogenesis of Ricinodendron heudelotii
Baill.

Abstract — Introduction. To introduce Ricinodendron heudelotii (Euphorbiacae) into agro-sys-
tems, plantlets with a taproot system can be obtained by in vitro somatic embryogenesis. We stu-
died the effect of some exogenous phytohormones on certain biochemical parameters
characteristic of the species' somatic embryogenesis. Materials and methods. Somatic calli and
embryos were induced by culture of leaf fragments on a basic medium enriched by (1, 2 or 3) mg
2,4-D'L™! or by combinations of [2,4-D / kinetin] or [2,4-D / BAP| implying hormones with various
concentrations. Extractions and analyses of total sugars, phenols, total proteins and peroxidase
activity were carried out after (30, 50 and 70) d of callus development. Results. After 30 d of cul-
ture, the best percentages of explants forming calli varied from 72,1% to 100% according to the
phytohormones used. After 50 d, these calli formed globular accumulations of cells in division
(embryonic nodules). After 70 d 17 4% among the calli differentiated mult1form somatic embryos
in the presence of 3 mg 2,4-D-L~ T ; 23,1%, 1n the presence of (1 mg 2,4-D-L™" + 1 mg kinetin'L™!] and
27,6%, in the presence of (1 mg 2 4-D'L7! + 2 mg BAP'L™Y. The sugar content was highest at 30 d
(Callus formation) and 50 d (embryomc nodule formation on calli), whereas the phenol and protein
contents, and the peroxidase activity, were higher at 70 d (somatic embryo differentiation on calli).
Discussion and conclusion. Following the example of what occurs in other plant species, in
R. heudelotii, the exogenous phytohormones would operate in the metabolism control of the bio-
chemical parameters implied in the somatic embryo formation and development.
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Effet de phytohormones exogénes sur I’évolution de certains parameétres
biochimiques au cours de P’embryogenése somatique de Ricinodendron
heudelotii Baill.

Résumé — Introduction. Pour introduire Ricinodendron heudelotii (Euphorbiacée) dans les
agrosystemes, des plantules ayant un systéeme racinaire pivotant peuvent étre produites par
embryogenése somatique in vitro. Nous avons étudié l'effet de quelques phytohormones exoge-
nes sur certains parametres biochimiques caractéristiques de l'embryogenése somatique de
I'espece. Matériel et méthodes. Des cals et des embryons somatiques ont été 1ndult> par culture
de fragments de feuilles sur un milieu de base enrichi en (1, 2 ou 3) mg 2,4-D-L™! ou de combi-
naisons [2,4-D / kinétine] ou [2,4-D / BAPI impliquant différentes concentrations des hormones.
Les extractions et analyses des sucres totaux, phénols, protéines totales et activité des peroxydases
ont été faites apres (30, 50 et 70) j de développement des cals. Résultats. Apres 30 j de culture,
les meilleurs pourcentages d’explants formant des cals ont varié de 72,1 % a 100 % selon les phyto-
hormones utilisées. Apreés 50 j de culture, ces cals ont formé des amas globulaires de cellules en
division (nodules embryonndlres) Apres 70 j de culture, 17,4 % des cals ont différencié les
embryons somatiques multlforrnes en présence de 3 mg 2 4 DLl 231 % en présence de [1 mg
2,4-D'L7! + 1 mg kinétine'L™!] et 27,6 %, [1 mg 2,4-D-L™! + 2 mg BAP-L- 1. La teneur en sucres a
été la plus élevée a 30 j (formation des cals) et 50 j (formatlon des nodules embryonnaires sur cals),
alors que les teneurs en phénols, en protéines et l'activité des peroxydases ont été plus élevées
2 70 j (différenciation des embryons somatiques sur cals). Discussion et conclusion. A linstar
de ce qui se passe chez d’autres especes végétales, chez R. heudelotii, les phytohormones exo-
genes interviendraient dans le contréle du métabolisme des parametres biochimiques impliqués
dans la formation des embryons somatiques et de leur développement.

Cameroun / Ricinodendron beudelotii / micropropagation / callogenése /
embryon somatique / substance de croissance végétale / teneur en glucides /
teneur en phénols / teneur en protéines / peroxydase
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1. Introduction

Ricinodendron heudelotii (Euphorbiacée)
est une plante ligneuse rencontrée dans les
zones forestieres humides d’Afrique tropi-
cale. L'arbre fait partie des plantes a usages
multiples. En particulier, ses amandes oléa-
gineuses sont récoltées par les populations
pour la consommation et la commercialisa-
tion [1, 2].

Dans le processus de domestication
(introduction dans les agrosystemes) de
cette espece, les stratégies de régénération
qui ont été mises en ceuvre portent princi-
palement sur le bouturage [3] (80 % de réus-
site) et le greffage [4] (moins de 10 % de
réussite). Les plantes régénérées par boutu-
rage présentent un systéme racinaire étalé.
La micropropagation in vitro constitue une
autre voie pour la production a large échelle
des plants de R. heudelotii. Elle peut se faire
par microbouturage [5], bourgeonnement
adventif ou embryogenése somatique [6). Ce
dernier processus est plus avantageux, car
il permet d’obtenir des vitroplants ayant un
systéme racinaire pivotant qui leur permet-
tra de résister aux intempéries climatiques
apres leur transfert en champ.

Chez la plupart des especes végétales,
I'’équilibre phytohormonal des milieux de
culture est l'un des facteurs principaux
influencant la réussite de 'embryogenese
somatique [7, 8]. En effet, les phytohormo-
nes interagissent sur les processus physio-
logiques en intervenant directement sur le
métabolisme cellulaire et en modifiant les
substances de croissance endogenes [9-11].
L’activité des peroxydases dégrade certaines
auxines et certains phénols, a faible dose,
réagissent avec l'eau oxygénée formée au
cours de l'oxydation d’auxines, telles que
l'acide naphtaléne acétique (ANA), l'acide
indole-3 acétique (AIA) et I'acide 2,4-dichlo-
rophénoxyacétique (2,4-D), et protegent les
constituants cellulaires de leur effet toxique
[12, 13]. Les cytokinines, quant a elles, acti-
vent la syntheése de I’ARN et stimulent la syn-
these des protéines, ce qui se traduit par des
modifications dans lactivité, la distribution
et la nature de divers isoenzymes, tels que
les peroxydases, et divers enzymes de méta-
bolisme des sucres [14, 15].
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Quelques travaux ont été réalisés sur
I'embryogenese somatique de R. heudelotii.
Les explants utilisés ont été cultivés sur des
milieux enrichis par différentes combinai-
sons d’auxines et de cytokinines [6, 16, 17].
Or, lateneur en sucres, phénols et protéines,
et l'activité des peroxydases sont des para-
metres physiologiques impliqués dans
I'embryogenése somatique de certains
végétaux tels que Picea abies (18], Dactylis
glomerata [19], Hevea brasiliensis [20] et
Theobroma cacao [21]. Ces parametres sti-
mulent ou inhibent le processus. L'analyse
et le dosage de ces parametres physiologi-
ques au cours de 'embryogenése somatique
chez Theobroma cacao par Omokolo et al.
[22] et chez Citrus grandis par Huang et al.
[23] ont montré que ces teneurs sont forte-
ment influencées par la nature et la concen-
tration des phytohormones contenues dans
les milieux de culture. De tels dosages
nayant pas encore ¢été effectués chez
R. beudelotii, nous avons donc cherché a
déterminer l'effet du 2,4-D et des combinai-
sons [2,4-D / BAP] ou [2,4-D / kinétine] exo-
geénes sur les teneurs en sucres, phénols et
protéines, ainsi que sur 'activité des peroxy-
dases, au cours de I'embryogenése somati-
que de cette espece, cela au fur et 2 mesure
du développement des cals. La maitrise de
ces parametres pourrait étre, en effet, un
indicateur exploitable pour la production
rapide et en nombre d’embryons somati-
ques, suivie de leur conversion en vitro-
plants viables, en vue de la propagation et
de la domestication de R. heudelotii.

2. Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal et préparation
des explants

Les explants utilisés pour la micropropaga-
tion de R. heudelotii ont été obtenus a partir
de jeunes feuilles au stade étalées, prélevées
sur un arbre portant des fruits dans la région
de Santchou, a l'ouest du Cameroun. Ces
feuilles ont été lavées a I'eau courante pen-
dant 1 h, désinfectées par trempage dans
une solution de Tween® 802 0,1 % pendant
5 min, puis dans une solution d’hypochlorite



de sodium a 3 % pendant 25 min, avant
d’étre rincées par trois bains de 5 min dans
de 'eau distillée stérile, cela sous flux lami-
naire horizontal (hotte Mecaplex) pres de la
flamme d’un bec Bunsen. Les feuilles asep-
tisées ont été sectionnées en fragments de

1 cm?.

2.2. Milieu de culture in vitro

Les explants de feuilles stériles ont été mis
en culture sur un milieu de Driver et
Kuniyuki [24], enrichi de 30 g saccharose-L™),
6 g agar (Difco)L™, 2 g glutamine-L™! et
d’'un complexe vitaminique de Morel et Wet-
more [25]. Ces éléments ont constitué le
milieu de base utilisé lors de nos expéri-
mentations.

Pour induire les cals et la formation
d’embryons somatiques, nous avons testé
l'effet de diverses phytohormones introdui-
tes dans le milieu de base :

—lacide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-
D) utilisé 2 (1, 2 ou 3) mg- L™,

— des combinaisons de [2,4-D / kinétine] et
de [2,4-D / benzylaminopurine (BAP)] dosées
21 mg de 2,4-D-L7! pour (1, 2 ou 3) mg de
kinétine ou de BAP par litre.

Le pH de tous les milieux a été ajusté a
5,6. Les milieux ont été stérilisés par auto-
clavage a 115 °C pendant 30 min, sous une
pression de 1,6 kg-em™.

Un premier et un deuxieme repiquage
des cals ont été réalisés, sur ces mémes
milieux d’induction, respectivement 30 j et
50 j apres la mise en culture des fragments
de feuilles.

Toutes les cultures ont été placées dans
une salle a (27 £ 1) °C, avec une photopé-
riode de 16 h de lumiére et une intensité

lumineuse de 80 wmol'-m=2s71.

Différentes analyses ont été réalisées sur
des cals prélevés dans les différents milieux
a (30, 50 et 70) j de culture.

2.3. Analyses histologiques

Les cals prélevés ont été fixés pendant 72 h
par de I'AFA (alcool formolé acétique 2
90 mL d’éthanol 70°, 5 mL de formaldéhyde
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et 5 mL d’acide acétique). Ils ont été ensuite
lavés sous l'eau courante pendant 24 h
avant d’étre déshydratés par trois bains suc-
cessifs, de 30 min chacun, dans I'éthanol
80°.

Apres trois immersions, de 30 min cha-
cune, dans des mélanges [éthanol — toluéne]
dans les proportions respectives de [3/4 —
1/4], [1/2 — 1/2], [1/4 — 3/4], les cals ont été
inclus dans de la paraffine. Des coupes de
10 um ont été réalisées au microtome rotatif.
Apres déparaffinage par trempage successif
dans le toluene (1 h), éthanol 95° (1 h) et
éthanol 70° (10 min), les coupes ont été rin-
cées trois fois a l'eau distillée pendant
30 min et colorées a I’hématoxyline de
Regaud-Safranime O. Les observations ont
été faites au microscope photonique (Nikon
233729, Japon) équipé d’'un appareil photo-
graphique.

2.4. Extraction et analyse des sucres

Les sucres ont été extraits selon la méthode
de Booij et al. [26]. Les cals (1 g) ont été
broyés dans 5 mL d’éthanol 90°. Apres
chauffage au reflux pendant 20 min a 25 °C,
I'homogénat a été centrifugé pendant
25 min a 5000 g. Le surnageant a constitué
la fraction soluble des sucres totaux. Les
sucres ont été dosés au spectrophotometre
2670 nm selon la méthode a 'anthrone [27].

2.5. Extraction et analyse des
phénols

Les phénols ont été extraits selon la
méthode de Macheix et al. [28]. Les cals (1 g)
ont été broyés dans 5 mL de méthanol 80°,
a 4 °C. Le broyat a été centrifugé a 5000 g
pendant 20 min Le surnageant a constitué la
fraction soluble des phénols totaux. Les
phénols ont été dosés au réactif de Folin-
Ciocalteu au spectrophotométre a 725 nm
selon la méthode de Marigo [29].

2.6. Extraction et analyse des
protéines

Les protéines solubles totales ont été extrai-
tes selon la méthode de Lecouteux et al.
[30]. Les cals (1 g) ont été broyés dans 5 mL
de tampon phosphate 0,25 M, pH 7, et
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centrifugés pendant 20 min 2 6000 g. Le sur-
nageant a constitué la fraction de protéines
solubles. Les protéines ont été dosées au
spectrophotometre 2 595 nm selon la
méthode de Bradford [31].

2.7. Extraction et analyse des
peroxydases

L'extraction des peroxydases a été faite au
tris-maléate (50 mM, pH 7) additionné de
mannitol a 0,15 M et de MgCl, a 1 mM. Les
cals (1 @) ont été broyés dans ce mélange.
Le broyat obtenu a été incubé 1 h dans de
la glace pilée, puis centrifugé a 6000 g pen-
dant 20 min. Le surnageant a constitué la
fraction soluble des peroxydases. L'activité
des peroxydases a été dosée selon la
méthode de Thorpe et al. [32]. Elle a été
exprimée en absorbance 2420 nm par 100 g
de matiere fraiche apres 5 min de réaction.

2.8. Analyses statistiques

La formation des cals sur milieu d’induction
et celle des embryons somatiques sur
milieux de repiquage ont été testées a partir
de la mise en culture de 50 explants par
milieu de culture utilisé et chaque expéri-
mentation a été répétée deux fois. Les résul-
tats obtenus ont été traités par analyse de
variances avec test de Duncan (logiciel
SPSS, version 10.1 pour Windows).

3. Résultats

3.1. Phytohormones, callogenése et
formation des embryons somatiques

Les fragments de feuille cultivés sur milieu
de base enrichi avec (12 3) mg 2,4-D'L™' ou
avec différentes combinaisons de [2,4-D /
kinétine] ou [2,4-D / BAP] ont formé des
cals apres 30 j de cultures, avec des pour-
centages variables selon les phytohormones
utilisées et leurs concentrations.

Lutilisation de 2,4-D seul a permis
d’obtenir le maximum d’explants callogenes
(72,1 %) avec la concentration de 3 mg-L™".
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La combinaison [2,4-D / BAP] a été la plus
efficace (100 %) aux concentrations de
[1 mg 2,4-D'L7'+ 3 mg BAP-L™Y, alors que
l'association [2,4-D / kinétine] a permis
d’obtenir le meilleur taux de cals (83,4 %)
avec [1 mg 2,4-D'L™" + 1 mg kinétine'L™]
(tableau D.

Les poids moyens des cals mesurés apres
(30, 50 et 70) j de culture ont augmenté au
cours du temps. IlIs ont cependant varié en
fonction de la nature des phytohormones et
de leur combinaison. Ainsi, en présence de
2,4-D seul, le poids moyen des cals s’est
échelonné de 0,09 g (2 mg 2,4-D-L™Y) apres
30jde culture 20,43 g (3 mg 2,4-D-L™H) apres
70 j. En présence de [2,4-D / BAP], il a varié
de 0,11 g [1 mg 2,4-D-L™! + 2 mg BAP-L™!]
apres 30 j 2 0,40 g [1 mg 2,4-D-L™! + 3 mg
BAP-L™Y aprés 70 j. Dans le méme intervalle
de temps, en présence de [2,4-D/ kinétinel,
la variation a été de 0,13 g[1 mg 2,4-D-L +
2 mg kinétine' L' 2 0,42 g [1 mg 2,4-D-L"'+
(2 ou 3) mg kinétine L™ (tableau D).

Apres 50 j de culture, les cals développés
étaient jaunatres et noduleux (figure 1a).
Au bout de 70 j de culture, des embryons
somatiques ont pu étre observés sur les cals
formés en présence soit de 2,4-D seul
(G mgL™, soit de [2,4-D / kinétine] a la
concentration de [1 mg 2,4-D-L7'+ 1 mg
kinétine-L™1], soit de [2,4-D / BAP] 2 la con-
centration de [1 mg 2,4-D'L™! + 2 mg BAP-L™!].
Pour ces concentrations et combinaisons de
phytohormones, les pourcentages des cals
embryogénes ont respectivement été de
17,4 %, 23,1 % et 27,6 %. Dans les trois cas,
chaque cal portait un nombre moyen maxi-
mal de (12 + 2) embryons somatiques de
formes variées (figure 1b).

3.2. Structure des embryons et
analyse histologique des cals
embryogénes

Apres repiquage dans des milieux identi-
ques a ceux utilisés pour I'induction, les cals
ont acquis des compétences embryogenes
par individualisation de cellules embryoge-
nes dans leur zone méristématique périphé-
rique. Ces cellules se sont alors entourées
d’'une paroi plus ou moins épaisse. Apres
50 j sur ces mémes milieux, les cellules



Tableau .

Embryogenése somatique de R. heudelotii

Effet de trois phytohormones exogéenes sur la callogenese et la croissance de cals
issus de fragments de feuille de Ricinodendron heudelotii, en fonction du stade de
développement des cals (Cameroun). Milieu de culture de base de Driver et

Kuniyku.
Phytohormones testées Pourcentage Poids des cals
(mg-L™" des explants callogénes @)
%

2,4-D BAP  Kinétine 0 30j 50 70j
1 - - 31,0 0,11 a 0,22 b 0,31a
2 - - 62,0 0,09 a 0,18 a 0,35b
3 - - 72,1 0,19b 0,28 c 0,43 c
1 1 - 35,0 0,18 b 0,20 a 0,33 b
1 2 - 57,0 0,11 a 0,19 a 0,28 a
1 3 - 100 0,20 b 0,33 b 0,40c
1 - 1 83,4 0,22 b 0,25 a 0,29 a
1 - 2 35,0 0,13 a 0,35 b 0,42 b
1 - 3 79,0 0,20 b 0,29 a 0,42 b

Les valeurs ayant la méme lettre dans la méme colonne et pour chaque combinaison en
phytohormones ne sont pas significativement différentes a P = 0,05, test de Duncan.

embryogénes ont commencé 2 se diviser
pour former des proembryons (figure 2¢).
Les proembryons se sont ensuite entourés
d’'un épiderme, puis ont grossi pour devenir
des embryons aux formes variées : globu-
laire, cordiforme ou torpille (figure 1b).
L’observation microscopique de ces diffé-
rentes formes a permis d’identifier, sur cha-
cune d’elles, un podle apical et un pole radi-
culaire (figures 2a, 2b). Les coupes réalisées
au niveau des embryons somatiques globu-
laires ou cordiformes ont révélé une zone
procambiale (figure 2d). En revanche, celles
réalisées sur les embryons somatiques en
forme de torpille ont montré une zone cam-
biale et un amas épidermique bien différen-
ciés (figure 2e).

3.3. Phytohormones et teneur en
sucres totaux

Sur milieu de base contenant la seule phy-
tohormone 2,4-D, les teneurs maximales des
cals en sucres totaux ont été obtenues en
présence de 2 mg 2,4 D-L7!, quel que soit le
stade de développement des cals considéré

[(30, 50 ou 70) jl. Cependant, la teneur en
sucres la plus élevée [(6,48 + 0,12) pgmg ™
de poids frais] a été obtenue apres 70 j de
culture (tableau ID).

En présence de la combinaison [1 mg
2,4-D + 1 mg kinétine], les teneurs maxima-
les en sucres totaux ont été obtenues a 30 j
[(7,12 + 0,26) ug'mg ™! de PF] et 50 j [(8,07 +
0,12 ) pg'mg™! PFl. A 70, les teneurs en
sucres ont été significativement inférieures
a ces maxima, quelle que soit la combinai-
son [2,4-D / kinétine] considérée (tableau II).

Avec la combinaison [1 mg 2,4-D + 1 mg
BAP], la teneur maximale en sucres totaux
des cals a été de (8,70 + 0,08) pg'mg™! PF,
mesurée apres 50 j de culture (tableau ID).

D’une maniere générale, les teneurs en
sucres totaux les plus élevées ont été obte-
nues avec les combinaisons de deux phyto-
hormones apres 50 j de culture. Toutes les
teneurs obtenues avec le 2,4-D utilisé seul
ont été inférieures a ces valeurs (tableauw ID).
Toutefois, quel quait été le type de phyto-
hormone utilisé, les teneurs en sucre ont
été relativement faibles apres 70 j de déve-
loppement des cals par rapport a celles
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Figure 1.

(a) Cal de Ricinodendron
heudelotii 4gé de 30 j portant
des nodules embryonnaires,
sur milieu de base additionné
de[1 mg2,4-D-.L™" + 3mg
BAP-L™]. (b) Embryons
somatiques multiformes isolés
des cals apres 70 j de culture
sur milieu de base additionné
de[1 mg2,4-D-.L™" + 2 mg
BAP-L™".
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Nodules embryonnaires

!

cordlfon'nes

mesurées a (30 et 50) j. Le stade de 70 j coin-
cide avec la vitrification partielle des cals et
la différenciation des embryons somatiques
sur ces derniers.

3.4. Phytohormones et teneurs en
phénols

Sur milieu de base contenant la seule phy-
tohormone 2,4-D, les teneurs maximales des
cals en phénols ont été obtenues en pré-
sence de 3 mg 2,4 D-L7!, quel que soit le
stade de développement des cals considéré
[(30, 50 ou 70) jl. Cependant, quelle que soit
la concentration de 2,4-D testée [(1, 2 ou
3) mg-L7!], les teneurs en phénols des cals
ont été plus élevées a 70 j qu’a (30 ou 50) j
(tableau II).

En présence des trois concentrations de
[2,4-D / kinétinel, il y a eu trés peu de varia-
tion des teneurs en phénols dans les cals
apreés 30 j de culture par rapport aux diffé-
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rences observées a (50 ou 70)j. Dans
I'ensemble, les teneurs les plus élevées ont
été mesurées a 70 j et la teneur la plus élevée

[(9,09 + 0,22) pg'mg™ PFl a été obtenue
avec [1mg24-DL'+1mg BAPL™Y
(tableau ID).

Avec les combinaisons impliquant [2,4-D /
BAP], les teneurs en phénols, bien que pré-
sentant certaines variations, ont été faibles
a (30 et 50) j par rapport aux résultats obte-
nus apres 70 j de culture (tableau ID).

D’une maniere générale, pour toutes les
combinaisons de phytohormones testées,
les teneurs en phénols ont été plus élevées
apres 70 j de culture qu’apres (30 ou 50) j.
La teneur la plus élevée [(10,48 =
0,39) pg'mg™' PF] a été observée avec le
2,4-D utilisé seul a 3 mg' L™ (tableau ID).

3.5. Phytohormones et activité des
peroxydases

Lactivité des peroxydases et les teneurs en
protéines totales ont été analysées apres (30,
50 et 70) j de culture sur milieux de culture
de base enrichis en phytohormones aux trois
concentrations suivantes : [1 mg 2,4-D-L7Y,
[1 mg 2,4-D-L™' + 1 mg kinétine:L™!] et [1 mg
2,4-DL71 + 1 mg BAP-L™Y]. Les analyses fai-
tes sur les cals développés sur les milieux
contenant les autres concentrations et formu-
lations de phytohormones n’ont pas donné
de résultats significativement différents.

En présence de [1 mg 2,4-D-L71, lactivité
des peroxydases des cals a augmenté de
[(12,15 +0,08) DO-100 mg™" de PF-5 min~'],
mesuré au début des cultures (0 j), a [(20 +
0,31) DO-100 mg™! PF'5 min~!] mesuré aprés
70 j (figure 3).

Avec la combinaison [1 mg 2,4-D-L7! +
1 mg kinétine-L™!], T'activité des peroxyda-
ses a baissé entre le premier jour de I'expé-
rimentation [(12,15 + 0,08) DO-100 mg_1 PF-
5 min~!] et le cinquantieme jour [(9,28 +
0,09) DO-100 mg™! PF-5 min~!], puis elle
a augmenté jusqu'a atteindre [(1435 =+
0,06) DO-100 mg™" PF-5 min~"12 70 de cul-
ture (figure 3).

En présence de la combinaison [1 mg
24-D-L7! + 1 mg BAP-L™Y, 'activité des peroxy-
dases a augmenté progressivement du début
des cultures [(12,15 + 0,08) DO-100 mg_1 PF-



5 min~!]2 la fin de I'expérimentation. A 70 j,
elle a été de [(17,53 + 0,41) DO-100 mg™! PF-
5 min™!] (figure 3).

Globalement, quelle que soit la catégorie
de phytohormones testée, lactivité des
peroxydases a été la plus élevée a 70 j de
culture.

3.6. Phytohormones et teneurs en
protéines totales

Au cours de notre expérimentation, la
teneur en protéines totales des cals a varié
de [(0,21 + 0,02) ng'mg™! PF] en début de

Embryogenése somatique de R. heudelotii

Cellules‘proembryennaires

Zones
~ _prqc?mbiale

__cambiale

cultures (0 ) a [(0,44 + 0,02) pg'mg™! PF]
apres 70 j de culture en présence de 1 mg
2,4-D-L7! introduit dans le milieu de base

(figure 4).

En présence de [1 mg 2,4-D-L™' + 1 mg
kinétine-L ™1, cette teneur a évolué de [(0,21 +
0,02) ng'mg~! PF], mesuré au début des cul-
tures, 2 [(0,30 + 0,01) ug-mg™! PF] obtenu 2
30 j, puis elle est restée la méme jusqu’a 70 j

(figure 4).

Avec [1 mg 2,4-D'L" + 1 mg BAP-LY], la
teneur en protéines totales mesurée dans les
cals a également augmenté entre le début
des cultures et le stade de 30 j. Elle a subi
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Figure 2.

Embryogenése somatique de
Ricinodendron heudelotii : (a et
b) embryons somatiques
cordiforme (a) et globulaire (b),
formés sur milieu de base
additionné de [1 mg 2,4-D-L™"
+2 mg BAP-L™'], présentant un
péle apical et un pdle
radiculaire. (c) Section
transversale d’un cal
embryogeéne agé de 50 j
présentant des cellules
proembryonnaires. (d) Coupe
longitudinale d’'un embryon
somatique cordiforme issu
d’un cal 4gé de 70 j présentant
une zone procambiale. (e)
Coupe longitudinale d’un
embryon somatique « torpille »
issu d’un cal agé de 70 j
présentant une zone cambiale
et un amas épidermique.
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Tableau Il.

Fotso et al.

Effet de trois phytohormones exogénes sur les teneurs en sucres et en phénols dans des cals issus de
fragments de feuille de Ricinodendron heudelotii, en fonction du stade de développement des cals (Cameroun).
Milieu de culture de base de Driver et Kuniyku.

Phytohormones testées

(mg-L™)
2,4-D BAP Kinétine
1 - -
2 - -
3 - -
1 1 -
1 2 -
1 3 -
1 - 1
1 - 2
1 - 3

Teneur en SUCI’BS‘1

(Mg-mg de poids frais)

30] 50 70|
3,88+0,02b  4,10+0,10a  4,02+0,09b
416+0,36c  6,10x0,08b  6,48+0,12¢c
301+007a 4,13+041a  3,87+008a
583+029c  870+008c  3,15+011a
512+001b  489:+006a  4,09+0,08b
412+006a 7,70+0,13b  6,70+024c
712+026c  807+012c  359x0,31b
598+004b  456+023a 2,87+060a
533+0,14a  629+007b  4,08=0,60b

Teneur en phénoI52
(ug-mg de poids frais)

30] 50 | 70

402+007a 4,26+019a 7,24+031b
417+ 0,26a 6,08+031b 649x0,19a
825+053b 926+014c 10,48+0,39¢
423+008c 3,06+031a 7,97+0/15a
409+007b 326+0,12a 7,86+0,26a
396+004a 3,86+029b 886=0,33b
563+008a 283+012a 9,09+022¢
596+035b 550+031c 8711=0,13b
563+0,19a 4,08=0,17b 6,22+0,16a

Les valeurs ayant la méme lettre dans la méme colonne et pour chaque combinaison en phytohormone ne sont pas significativement
différentes a P = 0,05, test de Duncan.

1 Résultats a comparer a la teneur en sucres mesurée a 0 j de (3,52 + 0,20) ug-mg PF.

2 Résultats a comparer a la teneur en phénols mesurée a 0 j de (3,08 + 0,66) ug-mg PF.
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ensuite une légere baisse entre (30 et 50) j
de culture avant de progresser pour
atteindre [(0,32 + 0,02) ug'mg™! PF] a 70 j
(figure 4).

D’une maniére générale, quelle que soit
la catégorie de phytohormones testée, les
teneurs en protéines totales mesurées dans
les cals ont été les plus élevées a 70 j de cul-
ture.

4. Discussion

Les phytohormones exogenes — 2,4-D, kiné-
tine et BAP — introduites séparément ou en
combinaison dans des milieux de culture
utilisés pour induire I'embryogenése ont eu
des effets variables sur la callogenese et la
formation des embryons somatiques de
R. heudelotii.

L’étude de la callogeneése et de I'organo-
genese in vitro chez R. beudelotii avait déja
été entreprise par Fotso ef al. [16) et Omo-
kolo [17] a partir de fragments de tige culti-
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vés presque dans les mémes conditions que
celles adoptées dans ce travail. Ils avaient
obtenu un taux maximal de 253 %
d’explants formant des cals; parmi eux,
11,04 % des cals différenciaient des bour-
geons, et non des embryons somatiques,
avec, en moyenne, 4,2 bourgeons par cal.
Notre expérimentation aboutit a2 de meilleurs
résultats par rapport a ces premieres don-
nées. Ainsi, en présence de la combinaison
[1 mg 2,4-D'L7" + 3 mg BAP-L!], le taux de
callogenése que nous avons obtenu a été de
100 %.

En étudiant 'embryogenése somatique
chez R. heudelotii a partir de cals issus de
fragments de tige, sub-cultivés pendant 90 j
sur un milieu de Murashige et Skoog dilué
de moitié, additionné de 100 mg gluta-
mine-L™! et de différentes combinaisons de
[BAP / 2,4-D], Fotso [6] avait obtenu 13,8 %
de cals embryogénes avec, en moyenne,
(5,4 £ 0,7) embryons par cal. Les résultats
de notre présent travail ont montré que le
2,4-D, utilisé seul a la concentration de
3 mg 2,4-D-L™! ou associé a de la kinétine



ou 2 de la BAP dans la proportion [1 / 1],
permettait d’obtenir un taux de cals embryo-
génes de l'ordre de (17,4 a 27,6) % avec, en
moyenne, (12 + 2) embryons somatiques
par cal. Ces résultats témoignent donc éga-
lement d'une amélioration par rapport aux
résultats antérieurs obtenus chez la méme
espece.

Cela étant, aucune étude histologique des
cals embryogenes n’avait encore été menée
chez R. beudelotii. Les analyses que nous
avons effectuées sur les cals obtenus ont
révélé la présence d’'une zone méristémati-
que, une individualisation des cellules
embryogeénes qui se divisent pour former
des proembryons et, enfin, la formation
d’embryons somatiques. Ceux-ci évoluent
et forment un podle apical et un pdle radi-
culaire. Des observations similaires avaient
été faites sur les cals de Theobroma cacao
(33, 34], de Quercus suber [35], de Coco
nucifera [30] et de Elaeis guineensis [37].

L’analyse des parametres biochimiques a
mis en évidence des différences de teneurs
en sucres totaux et en phénol, ainsi que des
activités des peroxydases et des teneurs en
protéines totales, en fonction des combinai-
sons de phytohormones et des stades de
développement des cals.

Pour la teneur en sucres totaux des cals,
les concentrations les plus élevées ont été
obtenues a 50 j de culture des cals avec les
combinaisons [2,4-D / kinétine] et [2,4-D /
BAP] utilisées dans le rapport [1 / 1]. Glo-
balement, pour les différentes combinaisons
de phytohormones, les teneurs en sucre ont
été relativement faibles aprés 70 j par rap-
port a celles mesurées a (30 et 50) j de déve-
loppement des cals. Des observations
analogues ont été rapportées a propos des
cals embryogenes de Tylophora indica [38]
et de Mangifera indica [39]. Mais, les
teneurs en sucres totaux alors obtenues
chez ces deux especes apparaissent deux a
trois fois supérieures a celles que nous
avons nous-mémes mesurées chez R. heu-
delotii. Ces résultats suggereraient que,
en présence de combinaisons [auxine /
cytokinine], le métabolisme intervenant au
cours des premiers stades de développe-
ment des cals embryogenes serait orienté
vers la syntheése des sucres. Le phénomeéne
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serait cependant atténué chez R. heudelotii.
Ces sucres constituent la source de carbone
pour le métabolisme cellulaire et permettent
d’améliorer les potentialités embryogenes
des cals. Ce role attribué aux sucres dans
I'embryogenese somatique in vitro a été
déja démontré par Cailou et al. [40] et
Charbit [41] chez Hevea brasiliensis et par
Gaspar [12] chez plusieurs especes végéta-
les.

Selon les différentes combinaisons de
phytohormones utilisées, une hausse plus
ou moins significative de la teneur en phé-
nols, en protéines et de l'activité des peroxy-
dases des cals a été notée apres 70 j de
culture, ce qui correspondrait a la différen-
ciation des embryons somatiques. Nos
résultats sont comparables a ceux obtenus
par Omokolo et al. [22] sur les cals de Theo-
broma cacao sub-cultivés pendant 90 j
presque dans les mémes conditions. De
méme, 'activité des peroxydases la plus éle-
vée et la plus grande teneur en protéines ont
été obtenues apres 70 j de culture en pré-
sence de 1 mg 2,4-D-L!. Des résultats pres-
que similaires ont été obtenus par Hrubcova
et al. [42] aprés analyse des cals embryoge-
nes de Medicago sativa régénérés sur milieu
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Figure 3.

Effet de trois phytohormones
exogeénes ajoutées a un milieu
d’induction de base sur la
variation de I'activité des
peroxydases, au cours du
développement de cals de
Ricinidendron heudelotii,
prélevés apres (30, 50 et 70) j
de culture in vitro.
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Figure 4.

Effet de trois phytohormones
exogenes ajoutées a un milieu
d’induction de base sur la
variation des teneurs en
protéines totales, au cours du
développement de cals de
Ricinidendron heudelotii,
prélevés apres (30, 50 et 70) j
de culture in vitro.
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de Murashige et Skoog additionné de
5uM 2,4-D'L7'. Les parametres biochimi-
ques ainsi analysés seraient impliqués dans
la formation des embryons somatiques chez
R. heudelotii. Une telle implication a été
déja démontrée par Ansaldi [43] chez Ie café,
par Charbit [41] chez Hevea brasiliensis et
par Omokolo et al. [22] chez Theobroma
cacao. En effet, Van Engelen et de Vries (44]
et El Hadrami et d’Auzac [45] ont montré que
les phénols qui agissent comme les antioxy-
dants représenteraient le meilleur substrat
des enzymes oxydatives qui contrdlent le
niveau endogeéne des phytohormones
impliquées dans la promotion de la diffé-
renciation des embryons somatiques. De
plus, les enzymes oxydatives en général et
les peroxydases en particulier pourraient
limiter l'expansion des parois cellulaires
pendant les premiers stades de la formation
des embryons somatiques. Une telle limita-
tion a déja été démontrée chez Picea abies
par Von Arnold et al. [46]. C’est donc par les
propriétés antioxydatives et les fonctions de
substrats des phénols, ainsi que par 'action
limitatrice des peroxydases, que ces para-
metres biochimiques interviendraient dans
la formation des embryons somatiques au
stade de 70 j du développement des cals
chez R. heudelotii.
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5. Conclusion

Chez R. heudelotii, il est possible d’obtenir
jusqu’a 100 % de cals apres 30 j de culture
sur milieu d’induction additionné d’une
combinaison de phytohormones, telle que
[2,4-D / BAP]. L’analyse de la variation de
parametres biochimiques en fonction des
différentes catégories de phytohormones
utilisées et des stades de développement
des cals au cours de 'embryogenése soma-
tique chez cette espece a révélé une teneur
élevée en sucres totaux dans les cals apres
(30 et 50) j de culture pour les combinaisons
[2,4-D / kinétine] et [2,4-D / BAP]. Les sucres
interviendraient surtout dans la formation
des cals. Des teneurs élevées en phénols et
en protéines totales, ainsi que des valeurs
maximales de 'activité des peroxydases, ont
été obtenues apres 70 j de culture in vitro
pour les différentes combinaisons de phy-
tohormones testées. Ces parameétres, dont
le métabolisme serait sous le contrdle des
phytohormones utilisées, seraient surtout
impliqués dans la différenciation des
embryons somatiques sur les cals.
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Embryogenése somatique de R. heudelotii

Efecto de fitohormonas exdgenas sobre la evoluciéon de ciertos parametros
bioquimicos durante la embriogénesis de células somaticas de
Ricinodendron heudelotii Baill.

Résumen — Introduccion. Con el fin de introducir Ricinodendron bheudelotii (Euphorbia-
ceae) en los agrosistemas, pueden producirse plantulas con un sistema de raiz giratorio
mediante embriogeénesis somatica in vitro. Estudiamos el efecto de algunas fitohormonas
exogenas sobre ciertos parametros bioquimicos caracteristicos de la embriogénesis somdtica
de la especie. Material y métodos. Se indujeron callos y embriones somaticos mediante cul-
tivo de fragmentos de hojas en un medio de base enriquecido en (1, 2 6 3) mg 2,4-DL7! o de
combinaciones [2,4-D / kinétine] o [2,4-D / BAP] implicando diferentes concentraciones de
las hormonas. Se llevaron a cabo las extracciones y los andlisis de los azicares totales, feno-
les, proteinas totales, asi como de la actividad de las peroxidasas; y esto, tras (30, 50 y 70) d
de desarrollo de los callos. Resultados. Tras 30 d de cultivo, los mejores porcentajes de
explantes que formaran callos variaron del 72,1 % hasta el 100 % de acuerdo con las fitohor-
monas empleadas. Tras 50 d de cultivo, estos callos formaron cimulos globulares de células
en division (nédulos embrionarios). Tras 70 d de cultivo, el 17,4 % de los callos se diferencia-
ron de los embriones somaticos multiformes en presencia de 3 mg 2,4-D'L7L 231 %, en pre-
sencia de [1 mg 2,4-D-L7! + 1 mg quinetina-L™!] y el 27,6 %, [1 mg 2,4-D-L™" + 2 mg BAP-L™1].
El contenido de azicares fue mis elevado a 30 d (formacion de los callos) y 50 d (formacion
de los nédulos embrionarios en los callos), mientras que los contenidos en fenoles, en protei-
nas y la actividad de las peroxidasas fueron mds altas a 70 d (diferencia de los embriones
somaticos en los callos). Discusion y conclusion. A imitacién de lo que ocurre en otras
especies vegetales, con R. heudelotii, las fitohormonas exdgenas intervendrian, por lo tanto,
en el control del metabolismo de los pardmetros bioquimicos implicados en la formacién de
los embriones somaticos y de su desarrollo.
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