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Composante biochimique
de la production du palmier a huile

J. M. ESCHBACH (1}

Résumé. — De 1978 a 1981, I'l R H.O. a effectué dans ses laboratoires de Montpellier et de Cote-d'Tvoire, une étude comparant la
production du palmier 4 huile et les activiés de certaines enzymes. telles . la mitrate réductase, ia gluiamate deshydrogénase, la glulamie
synthétase, la phosphatase acide. la peroxydase, la glucose 6 phosphate déshydrogénase Les teneurs ¢n acides amnes libres ont aussi éle
déterminées. Il a fallu toul d'abord metire au point ou adapter les méthodes de dosage et définir les conditions d’échanullonnage ; des
methodes relativement sumples el rapides de mesure des aclivités ensymatiques ont éte proposées 4 [M1ssue de vetle premiére partie. Ensuite
on a étudié, dans des cxpériences de fertilisation, les relations existant entre la nutrition minérale et ces paramelres biochumiques. On a
ains: montré que les 1eneurs de cerlans acides aminés dépendent de la nutriion potassique ou de la nutrition azotée ¢l que les activilés de
la mirate reductase el de la phosphatase acide sonl corréless aus teneurs en clements minéraux des leuilles et 4 la praduction de régimes
des arbres. Ces resullats ouvrent donc de nouvelles perspectives pour micux comprendre et contrdler la nutrition minérale du palmer a
huile, si I'on peut, au préalable, définir des niveaux critiques d’activités enzymatiques. Par contre, la troisiéme partie de 'étude consacrée
4 une comparaison des variations des paramétres biochimiques en foncuon de la production, pour différents types de marériel végéeal
plantés dans les essais génénques, n'a pas permis de proposer des criteres de sélection précoce, car les observations effectuées n'ont pas

mis en évidence des relations consianies entre les activités enzymatigues el la production des différents croisements étudiés.

Comme pour la plupart des plantes pérennes, les tra-
vaux d'amélioration du palmier & huile consomment beau-
coup de temps et de superficie. 1l est possible d’en faire
partiellement 1’économie en utilisant des critéres de sélec-
tion précoce. L'étude des activités mitochondriales a déja
permis de mettre en évidence l'existence de corrélations
significatives entre les activités mesurées en pépiniéres et la
production au champ des mé&mes croisements [[.R.H.O.,
1980]. Les activités enzymatiques peuvent également don-
ner une estimation du potentiel métaboliqgue d’un
génotype [Hageman, 1967] et fournir a ce titre d’autres
critéres de sélection précoce a condition de montrer au
préalable que ces activités sont corrélées au rendement et
gu'elles peuvent étre mesurées valablement au stade juvé-
nile.

C’est une des raisons pour lesquelles PILR.H.O. s’est
intéressé a I'étude des activités enzymatiques du palmier a
huile, qui peuvent également rendre compte de l'influence
du milieu et de la nutrition minérale sur le fonctionnement
de la plante,

Aprés avoir exposé les méthodes urilisées et les dosages
effectués a ce jour, sur feuilles, racines ou germes de la
graine, on examinera successivement les implications avec
la nutrition minérale et les variations dues & la nature du
matéricl végétal.

Ces variations permettent de distinguer les croisements
au sein d’un méme essai sans qu’il soit possible d’estimer
le potentiel de production correspondant, faute de relation
générale entre les paramétres biochimmgues et le rende-
ment.

I. — METHODES DE DOSAGE
ET FACTEURS DE VARIATIONS

La premiére partie de ’étude a été consacrée au choix
des enzymes et 4 la mise au point de leurs dosages.

(1) 1.LR.H.O., 11, Square Pélrarque, 75016 Pans (Fran.e)

1) La nitrate réductase.

Certaines enzymes du métabolisme de I'azote ont é&té
retenues et plus particuhérement la nitrate réductase. Avec
la nitrite réductase, elle assure la transformation de NO;
en NH,. Moins active que la nitrite réductase [Schrader ef
al., 1968], clle scrait la premiére étape limitante de ’assi-
milation de P’azote. Ceriains voient en elle un test de
sélection précoce [Johnson, 1976]. D’autres ne la considé-
reni que comme un indice de croissance, si les nitrates ne
sont pas limitants.

a) Dosage.

I’activité enzymatique a été mesurée selon la méthode
in vitro. La concentration en substrat est saturante pour
100 mM et le mouillant employé est le propanol a
2,5 p. 100. L’activité est proportionnelle au temps d’incu-
bation pendant au moins 1 heure.

Les dosages effectués en Cdte-d'Ivoire montrent qu’il
sagit d’une enzyme trés labile avec un temps de demi-vie
d’environ 4 heures.

b} Variations.

Les résultats de ces dosages varient parfois de fagon tres
sensible avec 1’échantillonnage.

Différents facteurs entrent en jeu :

— T'heure de prélévement, car la lumiére provogue
Iinduction de l'activité [Beevers, 1965; Chen, 1969]. Cela
entraine des variations de 1 & 6 sur les plants de pépiniére,
de 1 a 2 sur les arbres adultes dans la journée (maximum
vers 11 heures du matin) ;

— le rang de la feuille : sur plants de pépinitre de
12 feuilles, activité est maximale vers le rang 6. Pour les
arbres adultes, la zone de prélévement influe également.
On a retenu dans la pratique de prélever aux trois quarts
supérieurs de la feuille ;

— 1’age : I'activité décroit avec I'dge puis se stabilise en
relation avec I'établissement définitif de la surface
foliaire ;
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— le terrain.

Le coefficient de variation d’un dosage est, par contre,
assez faible (5,9 p. 100). Celui entre plants d’un méme
croisement est supérieur & 25 p. 100 et sans relation avec
la vigueur végétative.

La nitrate réductase étant induite par son substrat [Bee-
vers, 1965] et inhibée par NH; [Losada, 1970 ; Erith,
1972 ; Orebasito, 1975], des essais d’induction ont été réa-
lisés. Le trempage des bases pétiolaires dans une solution
de nitrates pendant 4 a 6 heures multiplie I'activité par 6
pour de jeunes plants carencés, par 50 pour des folioles
d’arbres adultes. Il semblerait donc que ce soit la fourni-
ture en nitrate, plus que ’activité potentielle enzymatigue,
qui soit le principal facteur limitant de 1'assimilation de
Pazote.

2) Les acides aminés libres et les protéines.

L*étude du métabolisme de 'azote est complétée par le
dosage des acides aminés libres et des protéines,

Celui des acides aminés libres est effectué¢ par un auto-
analyeur TSM Technicon [Lozano et al., 1976].

Les protéines sont dosées par la méthode de Lowry
[1851]. Le broyage des feuilles doit se faire, obligatoire-
ment, en présence de polyvinylpyrrolidone (Polvclar AT).
Pour le dosage des extraits de germes, le Polvclar n’est
pas indispensable mais du Triton X-100 2 0,1 p. 100 est
conseillé.

Ce taux de protéines décroit & partir de la feuille de
rang 17 chez les arbres adultes et varie aussi en fonction
de 1'dge et de la situation.

3} La phosphatase acide.

Elle peut jouer un réle important dans la régulation du
métabolisme des glucides [Turner, 1975]. Elle est affectée
par certaines conditions de nutrition minérale [Besford,
1975, 1978] ou d'alimentation hydrique [Adjahossou,
1977].

a) Dosage.

L’enzyme est relativement stable. L’addition de mer-
capto éthanol est indispensable dans le milieu d'extraction
pour les feuilles, Pour les extraits de germes, le Triton
X-100 est obligatoire.

b) Variations.
Li encore de nombreux facteurs interviennent :

— la nature du sol,

— Pdige : lactivité et Pactivité spécifique décroissent
légérement avec I'age,

— le rang de la feuille : activité sur arbres adultes est
maximale vers la feuille de rang 5 puis présente un palier
vers les rangs 9 a 17. Elle varie également au long de la
folicle. L activité spécifique est maximale pour les feuilles
gées et reste relativement constante pour une foliole.

Le coefficient de variation du dosage est faible
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(5,6 p. 100), Les variations entre individus a !'intérieur
d'un méme croisement donnent des coefficients de
9,5 p. 100 pour les feuilles et 16,4 p. 100 pour les racines
de plants de pépiniere et de 16 p. 100 pour les feuilles
d’arbres adultes.

4) Les oxydases et les phénols.

Les oxydases, impliquées dans les phénoménes de régu-
lation auxinique et les phénols peroxydases et polyphénol-
oxydases sont assez sensibles aux conditions de nutrition
minérale [Yakimovich, 1976 ; Smirnova, 1976]. Leurs
dosages sont au point, mais n'ont pas encore été exploités
dans nos études.

5) La glucose 6 phosphate déshydrogénase.

La glucose 6 phosphate déshydrogénase et la 6 phos-
phogluconate déshydrogénase sont les deux premiéres
enzymes du cycle des pentoses. Ce cycle permet la régéné-
ration du cofacteur NADPH indispensable 3 la lipogenése.
Sa régeénération est peut-étre un facteur limitant pour la
production d’huile. I extraction et le dosage, effectués sur
le mésocarpe des fruits, ont montré que les activités engy-
matiques €taient multipliées par deux 2 trois 4 1'époque de
la véraison pour décroitre par la suite.

Il. — INFLUENCE
DE LA NUTRITION MINERALE

Ces paramétres biochimiques varient en fonction de la
nutrition minérale.

1) Action sur les acides aminés libres des fenilles.

Une déficience ou un mauvais équilibre en N, P ou K
entraine une augmentation du taux d’A.A.L. par suite
d’'une mauvaise incorporation aux protéines [NGuyen et
al., 1973 ; Fabian-Galan, 1970 ; Miichell ef al., 1976]. Les
résultats obtenus dans un essai de fertilisation en Indoné-
sic (AL-CP 1) ne sont pas conformes 4 cette hypothése
puisque l'apport d’engrais azotés augmente a la fois la
production et le taux d’acides aminés libres (v. tabl, ci-
dessous).

En Coéte-d'Ivoire, dans un essai N, K, Mg ayant bien
répondu 4 la fertilisation potassique (LM-CP 23), on
observe une augmentation des acides aspartique et gluta-
mique et une diminution de ’asparagine et de la gluta-
mine avec la levée de carence en K. La carence en K pro-
voque donc une augmentation des amides consécutive & la
mise en réserve de I’azote disponible non utilisé pour la
synthése des protéines.

Les coefficients de corrélation entre la production et les
teneurs en acides aspartique et glutamique sont respective-
ment de 0,90* et 0,84*. On observe un effet similaire de la
nutrition potassique dans un autre essai de Céte-d'Ivoire
(DA-CP 13).

AAL. Production
Fumure N p. 100 feuilte 17 (micromole/10 g de M.F.) (en kg de régimes/arbre/an)
NO 2,12 38,1 108
N] 2’40** 45]4** JSS**
N2 2,44** 4 (e 155%%

Un examen plus détaillé de I'effet de 1’azote sur le contenu en A.A.L. montre que I’accroissernent porte sur les acides aspartique et glu-

tamique.
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2) Action sur la nitrate réductase et la phosphatase
acide.

Cette action a été étudiée dans une expérience au champ
mise en place sur la station de La Mé en Cote-d’Ivoire en
1974-75. C’est une expérience factorielle 4 x 2 x 2 étu-
diant I'effet du chlorure de potassium, du sulfate
d’ammoniaque et du sulfate de magnésium sur la produc-
tion.

Les résultats obtenus dans cette expérience ont été résu-
més dans le tableau I.

On observe des différences significatives d’activités
entre les traitements ainsi que des corrélations significati-
ves entre des activités et le rendement ou les teneurs en
éléments minéraux des feuilles.

Ces résultats justifient I'intérét porté a ces enzymes ¢t
ouvrent une nouvelle voie de recherche dans le domaine
de la nutrition minérale. Sl était possible en effet de défi-
nir des niveaux critiques pour les activités enzymatiques,
on disposerait peut-étre d'un nouvel outil de diagnostic
des déficiences ou des déséquilibres minéraux du palmier 4
huile.

III. — ESSAI DE CARACTERISATION
BIOCHIMIQUE
DE DIFFERENTS CROISEMENTS

1) Matériel végétal utilisé.

Pour que les critéres retenus soient utilisables, il faut
d’abord montrer qu'ils permettent d’identifier les croise-
ments.

Une étude préliminaire a été effectuée 4 Montpellier sur
jeunes plantules de cing feuilles pour quelgues lignées dis-
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ponibles provenant de croisements La Mé x  Déli
{LM x DE) ¢t Yangambi x Déli (YA = DE).

Elle a été complétée par I'étude de huit croisements
bons et mauvais producteurs & Montpellier sur plantules et
4 La Mé sur plants de pépiniéres.

Les résultats ont été trés encourageants, mettant en évi-
dence des différences significatives d’activité entre les croi-
sements pour la nitrate réductase et la phosphatase acide
avec une bonne corrélation entre les activités mesurées a
Montpellier et a La Mé.

Cette étude préliminaire ayant donné de bons résultats
le matériel végétal a été diversifié. I est décrit dans le
tableau II.

TABLEAU Il. — Inventaire des croisements utilisés
(List of crosses used)

Année et lien de plantation 1961 1967 1968 1968
{Year and site of planiing} La M: LM-GP8 LM-GP9 MD-GP L

type d'hybride LaMé LaMé Mondoni
LM x DE 11 9 7 8
YA x DE 5 B
(YA x DE} x LM 3 8
YA » UR 1

LM = LaMe ; YA = Yangambi ; DE = D¢l ; UR = Ulu-Remus

Les hybrides plantés en 1961 correspondent & une pre-
miére génération interorigines La Mé-D¢éli fournissant une
gamme trés large de production d’huile 4 "hectare (2,4t &
4,4 t/an de 6 & 9 ans).

Les hybrides des années 1967 et 1968 font partie des
champs généalogiques plantés dans le cadre des travaux
d*amélioration ultérieurs 2 La Mé en Cbte-d’Ivoire et 4
Mondoni au Cameroun. La variation des productions est
plus faible.

TABLEAU 1. — Effet de la nutrition minérale sur Pactivilé nitrate réductase (ANR) el phosphatase acide spécifique (APAS)
(Effect of mineral nutrition on nitrate reductase activity-NRA- and specific acid phosphatase activity-5APA)

Coefficients de
corrélations

TRAITEMENTS (Treatments) ..... . .. MO N1 Mgl Mgl KO Kl K2 K3 ANR APAS
(NRA}  (SAPA}
N 2,81 2,85 2,82 2,84 2,71 2,85 2,85 2,91 0,65%* — 0,79+
P 0,158 0,159 0,158 0,158 0,157 0,158 0,159 0,159 0,28 — 0,44
DF (L A.) 1/79 K 0,825 0,851 0.842 0,834 0,580 0,767* (0,982** 1,024** 0,75%* — 0,81*
P. 100 M.5. (D.M.)
Feuille fleaf) 9 Mg 0,316 0,328 0,309 0,335 0,423 0,328* 0,273 0,264* — 0,61* 0,73
Cl 0,706 0,672 0,696 0,681 0,596  0,731*=  0,702*c 0,725%* 048 — 0,48
5 0,208 0,215% 0,212 0,211 0,202 0,212* 0,214**  0,218*~ 0,51 — 0,81*
Mb régimes
= {No bunches) 12,6 12,7 12,7 12,6 10,8 12,5+ 13,3 14,1** 0,58* — D,74*
g Moyenne
g % annuelle Poids moyen
® N fAnnial mean) (Mean weight) 2,73 2,99+ 2,86 2,86 2,57 2,85 3,00 2,940 0,57* — 0,70*
£ 1977-1979
kg rég./arbre
fkg bunches/iree} 12,6 35,5 .4 33,7 25,9 33,57 38,2*% 38,7 0,60* — 0,76*
Nitrate réductase
wmole/h/g PF (FW) 7.9 9.3 7.5 9,7* 3,1 7,8 9,8 11,7%* — 0,62*
Phosphatase acide
Activités spécifique
(Actrvities) umole/min/mg
protéine 0,735 0,65 0,67 0,73 0,87 072" 0,66%* 0,56%*
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2) Variation en fonction de la nature du matériel
végdital,

La mesure des activités enzymatiques a été complétée
par la détermination du taux de protéines et du poids spé-
cifique du limbe des folioles. Les valeurs moyennes par
type de croisement figurent dans le tableau II1.

a) Nitrate réductase.

L’activité NR des arbres adultes est plus faible pour les
lignées plantées en 1961 que pour celles plantées en 1967
et 1968. Il faut sans doute y voir Pinfluence de I'dge des
arbres, les prélévements ayant été effectués sur le méme
rang foliaire.

Les activités des plants de pépiniére, plus élevées sur le
MD-GP I, correspondent au fait que les prélévements ont
été effectués sur des plantules plus jeunes.

En régle générale, les activités sont 10 a 100 fois plus
faibles que celles trouvées dans la littérature pour d’autres
arbres.

L'activité moyenne est beaucoup plus variable entre les
dates de prélévement gu’entre les croisements.

Il existe cependant des différences significatives d’acti-
vité entre les croisernents étudiés dans chacun des essais
pris separément.

On n'observe aucune relation entre les activilés nitrate
réductase des plants de pépiniére et les activités des arbres
adultes (Fig. 1 — exemple du LM-CP 9).
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FIG. 1. — Comparaison de "activité mitrale réductase des plants de pépi-
niére et des arbres adultes pour les mémes croisements — exemple du LM-
GF 9 (Comparison of riitrate reductase achivity of nursery plants and adult
trees of the same crosses — example of LM-GP 9).

b) Poids spécifique des folioles.

C’est un paramétre simple et rapide A mesurer, caracté-
ristique d’unme vigueur du feuillage.

Les moyennes des différents essais sont comparables et
il existe des différences significatives entre croisements.

Il existe une relation positive mais non significative
entre poids spécifiques des lignées aux stades jeunes &
adultes.

¢) Phosphatase acide.

Rappelons qu'elle a ét¢ mesurée sur les fenilles pour les
arbres adultes et sur les racines pour les plants de pépi-
niére.
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Sur chaque type d’organe les activités sont comparables
pour les différents types de croisement de chaque essai.
On observe a Pintérieur des essais des différences signifi-
catives d’activité entre les croisements. 1l en est de méme
pour I"activité phosphatase acide spécifique.

Sur jeunes plantules (BIO-ES 3) les activités phospha-
tase acide des feuilles et des racines sont positiverent cor-
rélées,

On n’observe pas de relation entre activités des arbres
adultes et activités des plants de pépiniére. Ces derniéres,
par contre, sont significativement corrélées avec I'activité
phosphatase acide des germes pour les essais LM-GP 9 et
MD-GP 1,

3) Relations entre les paramétres biochimiques et la
production.

a) Acides aminés libres.

Ils ont été dosés dans les feuilles de 8 lignées des planta-
tions 1961 et il existe des différences significatives de
teneurs entre lignées pour les acides aspartique et glutami-
que, arginine, la sérine et la proline.

On a pu mettre en évidence des corrélations significati-
ves entre taux d’acides aminés libres et paramétres de la
production.

Preduction 6-% ans

Nombre Poids moyen
de régimes  du régime

— 0,74
— 0,76

Poids moyen

Asparagine + glutamine 4 0,89%*

Acide aspartique + acide glutamuque

Un taux élevé d’amide, qui correspond en général a une
mise en réserve de ['azote non utilisé pour la synthése des
protéines, est associé 4 des croisements ayant peu de gros
régimes et inversement, un taux faible est 1ié a4 des croise-
ments ayant beaucoup de petits régimes. On n’cbserve
cependant pas de relations significatives avec le rende-
ment.

b) Protéines.

Sur arbres adultes le taux de protéines est relié soit
négativement (plant, 1961, r = — 0,74*), soit positive-
ment (LM-GP 8, r = 0,61%), soit pas du tout {LM-GP 9,
r = 0,14) avec la production de régimes (Tabi. IV).

¢) Polds spécifigue des folioles,

Le tableau V résume les relations obtenues avec les
parameétres de la production.

Sur arbres adultes, ce paramétre semble relié positive-
ment an poids moyen des régimes, et négativement au
nombre de régimes et & la production de régimes et
d’huile par hectare.

Les résultats obtenus sur plants de pépiniére sont mojns
nets.

d} Activité nitrate réductase.

A Texception des LM x DE des plantations 1961, on
n’observe pas de relation entre activité nitrate-réductase et
production (Tabl. VI}).
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TABLEAU IIl. — Valeur moyenne des paramétres biochimiques par type de croisemenls
(folioles en pépiniére el planiations adulltes — germes sur graines germeées)

{Average values of the biochemical parameters per tvpe of cross-leaflets in nursery and adull plantings
— germs of germinated seeds)

IM x DE YA X DE (YA x DE} x LM
Pl.61 GP3 GPo GPI1 GP8 GP1 GP8 GP9
Activité nitrate réductase umole/h/g P F. (F. W)
Adulte (Adult) ..... e i 10,6 19,8 15.8 23,3 16,4
Pépiniére (Nursery) . . ...... . . . 41,9 41,8 41,2 71,0 49,5 72,8 34,1 31,1
Poids spécifique folioles me/em’
{Specific werght leafiets)
Adulte ¢Adult) ... . . ... .. 279 27,9 27,9 27,1 27,2
Pépimére (Nursery}) ....... .. ..... 20,1 19.0 19.3 19,4 18,0 18,8 19,1 19,3
Acuvité phosphatase acide
umole/min/g P.F. (F.W,)
Adulte (Adulty . ........ . 207 2,61 2,56 2,57 2,82
Pépiniére (Nursery) . . e 3,54 1,99 3,49 3,63 41,78 4,55 4,02 3,56
Germe (Gersy) . . .o o s 7,73 7.94 12,40 8,50 9,82 9,58 3,42 14,60
Protéines mg/g P.F. (F.W.)
Adulte (Aduf) . . . ... ... 3,19 4,29 5,19 4,25 5,58
Pépiniére (Nursery) ......... e 5,76 4,95 5,50 5,59 5,02 5,92 4,95 5,26
Germe (Germ) ... . .. ... .. .. 9,44 12,42 8,18 8,23 14,41 8,66 4,15 8,94
Activités phosphatase acide specifiques
wmole/min/mg protéines
Adulte (Adult) . ... 0 ool 0,70 0,70 0,54 0,69 0,55
Pépiniére (Nursery) ....... ....... 0,62 0,81 0,64 0,65 0,96 0,77 0,81 0,67
Germe (Germ} . .o s 0,84 0,64 1,52 1,11 0,68 1,18 0,67 1,64
TABLEAU IV. — Coefficients de corrélation entre les taux de protéines ¢l les paramétres du rendement
{Coefficients of correlation between protein contents and yield parameters)

Taux d’extracion  Huile/pulpe  Nbre de régimes  Poids moyen T régimes/ha T huile/ha
i {Extraction rate) (Ol /puip) {No of bunches) (Mean weight)  {t bunches/ha} (t oil/ha)
Adulte (Adult)
Pl. 1961 - 0,17 — 0,41 — 0,65 0,31 — 0,74% — 0,64
LM-GP 8 0,23 0,27 0,15 0,21 0,61* 0,61*
LM-GP 9 - 0,10 - 0,23 — 0,14 0,30 0,14 0,07
Pépiniere (Nursery)
Pl. 1961 - 0,47 - 0,11 0,74* - 0,26 0,51 0,28
LM-GP 8 0,27 0,39 — 0,11 0,20 0,03 0,27
LM-GP 9 — 0,24 0,17 0,06 0,45 0,19
MD-GP 1 4,52+ 0,43 0,07 - 0,58* - 0,28 0,03
LM x DE GP 1 - 0,35 0,04 0,85+* — 0,84** 0,69 0,72*
YA x DE GP 1 0,53 0,53 - 0.20 - 0,57 — 0,51 - 0,02
Germes (Germs)
‘ PL. 1961 - 0,65 - 0,56 0,30 — 0,04 0,32 0,06
LM-GF B — 0,11 0,47 0,32 - 0,43 - 0,19 - 0,29
LM-GP 9 — 0,45 - 0,37 - 0,05 0,03 - 0,02 - 0,42
MD-GP 1 0,549 0,54* — 0,06 - 0,34 - 0,28 0,11
LM x DE GP 1 0,10 0,60 0,21 — 0,42 0,00 0,05
YA x DE GP 1] 0,63 0,53 0,08 — 0,42 - 0,18 0,39

N.B. : Les mesures ont été effectuées sur feutkles d’arbres adulies ou de pépimeres et sur germes de graines germees.
11 en est de méme pour les taux de protéines des racines de plants de pépini¢re et des germes.

) Activité phosphatase acide. pépiniére et production a ’age adulte. Les mesures effec-
On avait obtenu dans les essais préliminaires une forte tuées par la suite n’ont pas permis de confirmer cette pre-
liaison négative entre activité des racines des plants de miére observation (Tabl. VIH).
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TABLEAU V. — Coefficients de corrélation entre le poids spécifique des foliotes et les paramétres du rendement
(Coefficienis of correlation between specific weight of leaflets and yield paramelers)

Huile/pulpe  Nbre de¢ régumes  Poids moyen T régimes T régimes Taux d’extraction
{Oil/pulp) (No of bunches) (Mean weight) {t bunches} {t oul) {Extraction rate)
Adulte fAduit)
PL. 1961 — 0,61 — 0,06 - 0,40 - 0,58 - 0,74* — 0,92%*
LM-GP 8§ — 0,06 — ,67* 0,86%* 0,10 - 0,07 - 0,25
LM-GP 9 0,13 — 0,80** 0,65% - 0,58* — 0,65* — 0,36
Pépiniére (Nursery)
Pl. 1961 — 0,47 0,26 — 0,74% — 0,58 — 0,70* — 0,44
LM-GP 8 - 0,62% 0,2¢ ~ 0,15 0,17 — 0,49 - 0,67+
LM-GP 9 0,24 - 0,37 - 0,30 - 0,09 0,17
MD-GP 1 0,37 0,25 - 0,29 0,12 0,44 0,34
LM x DE MD-GP ! 0,23 - 0,27 0,11 — 0,40 — 0,19 0,79*
YA x DE MD-GP 1 0,51 0,42 - 0,64 0,01 0,56 0,58
TABLEAU VI. — Coetficients de corrélation entre Pactivité de la nitrate réductase et les paramétres du rendement

{Coefficients of correlation between mitrate reductase activity and yield parameters)

Huile/pulpe  Nbre de régimes  Poids moyen T régimes T huile Taux d’extraction
{O1l/ puip} (Ne af bunches) (Mean weight} {t bunches) t oil) (Extraction rate)
Adulite fAduit)
PL. 1961 0,02 - 0,30 0,28 — 0,24 — 0,35 - 0,57
LM-GP 8 0,33 0,48 - 0,48 0,07 - 0,14 - 0,31
LM-GP 9 - 0,13 0,01 - 0,09 — 0,04 0,0 0,08
Pépniére (Nursery)
Pl. 1961 0,22 0,18 0,44 0,70* 0,63 0,02
LM-GP 8 0,30 - 0,43 0,35 - 0,26 0,16 0,37
LM-GP 9 - 0,19 0,29 0,31 - 0,19 - 0,49
MD-GP 1 - 0,02 0,09 — 0,29 — 0,08 0,12 0,28
LM x DE MD-GP 1 - 0,42 — 0,10 — 0,06 — 0,25 - 0,33 — 0,04
YA x DE MD-GP | 0,11 0,57 - 0,66 0,13 0,55 0,41

TABLEAL V1. — Coefficients de corrélation entre Iactivité de la phosphatase acide et les paramétres du rendement
(Coefficients of correlation between acid phosphatase activity and vield parameters)

Huile/pulpe Nombre Poids moyen T régimes/ha T huilesha  Taux d’extraction
(Oil/puip) {No) (Mean weight)  (t bunches/ha) t 0il/ka) (Extraction rate)
Adulte (Aduit)
PL. 1961 - 0,13 - 0,39 0,11 — 0,51 - 0,37 0,17
LM-GP 8 0,11 0,39 - 0,02 0,72%* 0,74 0,29
LM-GP 9 - 0,02 0,34 - 0,13 0,45 0,46 0,20
Pépiniere (Nursery)
Pl. 1961 0,03 — (1,08 0,807 * 0, 88** 0,92%* 0,30
LM-GP & 0,28 - 0,15 0,00 — 0,32 0,05 6,31
LM-GF 9 0,01 0,20 (4,49 — 0,08 — 0,54*
MD-GP 1 0,40 - 0,39 - 0,21 — 0,62%* — 0,40 0,54*
LM x DE MD-GP 1 0,05 0,56 — {35 0,70 0,61 — 0,64
YA x DE MD-GP 1 0,47 ~ 0,53 — 0,48 - 0,75* - 0,42 0,50
Germes (Germs)
Pl. 1961 0,07 - 0,28 - 0,43 - 0,78* - 0,71* 0,03
LM-GP 8 0,16 0,39 — 0,44 0,23 (4,32 0,12
LM-GP 9 — 0,28 0,12 0,00 0,28 - 0,18 - 0,47
MD-GP 1 0,71%* - 0,29 - 0,38 — 0,60% - 0,17 0,78*
LM x DE MD-GP 1 0,74*% (0,28 - 0,47 0,04 0,20 0,37

YA »x DE MD-GP 1 0,80* — 0,28 - 0,67 — 0,62 0,04 0,82%
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La liaison peut étre, soit positive, soit négative selon
I’essai ou le type de matériel végétal. 1l en est de méme
pour Pactivité spécifigue.

Les relations observées entre les paramétres biochimi-
ques et les paramétres de production sont trés variables
selon le type d’essai et le type de croisement. Elles ne peu-
vent en aucun cas servir de critéres de sélection précoce.

CONCLUSIONS

L’objectif principal de cette étude était de rechercher
des critéres biochimiques caractéristiques des croisements
pour servir de complément aux activités mitochondriales
dans le domaine des tests de sélection précoce.

Les résultats obtenus & ce jour montrent qu'il est en
effet possible de trouver des différences significatives entre
croisements pour chacun des paramétres étudiés, mais
qu’il n’existe pas de relation générale entre ces parametres
biochimiques et la production.

[l apparait par contre gue les activités enzymatigues
nitrate réductase et phosphatase acide, objets essentiels de
I’étude, sont nettement influencées par les conditions de
nutrition minérale a tel point gu’elles pourraient étre envi-
sagées comme méthode de diagnostic.
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Une fumure N, K ou Mg ayant un effet net sur la pro-
duction augmente les activités nitrate réductase et diminue
les activités phosphatase acide d’une fagon plus impor-
tante que les niveaux de N, K ou Mg dans les feuilles.

L'étude de ces enzymes pourrait aussi éire effectuée en
vase de végétation face A des concentrations croissantes en
éléments nutritifs de fagon a permettre peut-étre de discri-
miner les lignées a faibles besoins en éléments minéraux.

Il serait enfin possible de développer I’étude des enzy-
mes impliquées dans la lipogénése, processus biochimigue
ultime qui conduit des glucides produits par la photosyn-
thése a laccumulation d’huile dans le fruit. Elles
n'avalent pas été étudiées jusqu’alors car on pensait que
I'huile présente dans les tissus concernés pouvait géner les
dosages. Or, il a été possible dans le cadre de ce travail de
mettre au point une méthode simple et rapide permettant
d’obtenir un sérum clair représentatif dn milieu ol s’effec-
tue la transformation des glucides en lipides, sérum sur
lequel il est parfaitement possible d’effectuer les dosages
enzymatiques.

11 serait done possible d'étudier I’efficacité du systéme
enzymatique dans le fruit ainsi que d’éventuels facteurs
limitants de la lipogenése et de comparer les croisements
sur cette base.
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SUMMARY

Biochemical compenents of oil palm vield.

J. M. ESCHBACH, Oléagineux, 1982, 37, N° 4, p. 155-168.

From 1978 to 1981, the I.R.H.O. carried out a study comparing
oil palm yield and the activities of certain enzymes hike mitrate-
reductase, glutamate dehydrogenase, glutamine svnthetase, acid
phosphatase, peroxidase and glucose 6 phosphale dehvdrogenase
i 1ts Montpelher and Ivory Coast laboratories. Free fatty acid
levels were also determuned. It was first necessary to develop or
adapt titration methods and define the sampling conditions.
Relatively simple, quick methods to measure enzyvmatic activities
were proposed at the end of this first part. In manuring
expenments, the relations between mineral nutrition and these
biochemical parameters were Llhen studied. [t was thus
demonstrated that the levels of certain amine acids depend on
potassic or nitrogenous nutrition, and that the activities of nitrate-
reductase and acid phosphatase are correlated to leaf mineral
elements levels and the trees’ bunch production. These results thus
open new perspectives for better understanding and control of oil
palm mineral nutrition, so long as the critical levels for enzymatic
activities can first be defined. On the other hand, the third part of
the study devorted to comparing variations in the biochemical
parameters in function of yield for different types af planting
material planted in the genetic trials, did not lead to precocious
selection criteria bewng proposed, as the observations made did
not point to constant relations between enzymatic activities and
the yield from the varous crosses under study,

Oléagineux, Vol. 37, n°® 4 — Avril 1982

RESUMEN

Componentes biogquimicos de la produccion de la palma
africana,
J. M. ESCHBACH, Oféagineunx, 1982, 37, N° 4, p. 159-168

El I.R.H.O. realizé de 1978 a 1981, en sus laboratorios de
Montpellier v de Costa de Marfil, un estudio que comparaba la
produccion de la palma africana y las actividades de ciertas
encimas, como la nitrata-reductasa, la glutamato deshidrogenasa,
la plutamina sintetasa, la fosfatasa Acida, la peroxidasa, la
eglucosa 6 fosfato deshidrogenasa. También se establecio los
contemidos de aminodcidos. Primero se ha lenido gue poner en
su punlo o adaptar los mérodos de dosificacion, definiendo las
condiciones de muestreo. Se propuso mélodos relativamente
sencillos v ramdos de medida de actividades encimaticas al fial
de esta primera parte. Luego se estudid, en experimentos de
ferlihzacion, las relaciones que exisien entre la nutricion nuneral y
estos parametros bioquimicos. Asi se mostro que los contemdos
de algunos aminoacidos dependen de la nutricion potésica o de la
nutricion nitrogenada, y que las actividades de la nitrato-
reductasa v de la fosfatasa acida muestran una correlacion con los
contenidos de elementos minerales de tas hojas y con la pro-
duccion de racimos de los arboles. O sea que estos resultados
abren nuevas perspectivas para comprender mejor v controlar la
nutricion mineral de la palma africana, como sea posible
previamente definir niveles criticos de actividades encimaticas, En
cambio, 1a tercera parte del estudio sobre una comparacion de las
vaniaciones de parametros bioguimicos con arreglo a la
produccion, para diferentes tipos de material vepetal sembrados
en las pruebas genéticas, no han permitido proponer criterios de
selecc1dn precoz, porque las observaciones efectuadas na han
evidenciade relaciones constantes entre las actividades
enzimaticas ¥ la produccidon de los diversos cruzamientos
estudhados.

Biochemical components of oil palm yield

As with most perennial plants, oil palm improvement work
takes a lot of time and space, but a certain amount of both can be
saved by using criteria for early selection. Already, the study of
mitechondrial activities has shown that there are significant corre-
lations between such activities measured in the nursery and field
production of the same crosses [ILR.H.0., 1980). Enzymatic acti-
vities can also provide an estimate of the metabahc potential of a
genotype [Hageman, 1967] and by virtue of this furnish ather cri-
teria for early selection, on condition that it can first be shown
that the activities are correlated to yield and that they can be mea-
sured relitably 1n the juvenile stage.

This is one of the reasons why the LR.H.O. was interested in
studying the enzymatic activities of the oil palm, which can also
reflect the influence of environment and mineral nutrition on
plant function.

After describing the methods nsed and the analyses made up to
now on leaves, roots or seed germ, we will go on to examine how
mineral nutrition is involved and the variation due to the nature
of the planting material.

The variations allow crosses to be distinguished withun the same
trial, without it being possible to estimate the corresponding vield
potential for lack of a general relationship between the biochemi-
cal parameters and yield,

I. — QUANTITY ANALYSIS METHODS
AND YARIATION FACTORS

The first part of the study was devoted to the cheice of enzymes
and the working out of their guantity analyses.

(1) LR.H.O., 11, Sguare Pétrarque, 75016 Paris (France)

J. M. ESCHBACH (1)

1. — Nitrace reductase.

Certain enzymes of nitrogen metabolism were chosen, in parti-
cular nitrate reductase. With nitrite reduccase, 1t ensures the trans-
formation of NO;~into NH,*. Less active than nitrite reductase
[Schrader er al., 1968], it would be the fust hmiting stage in
nitrogen assimilation. Some see in it a test for early selection
[Johnson, 1976] ; others consider it to be mergly a growth indica-
tor, if the nitrates are not limiting.

a) Analysis.

Enzymatic activity was measured by the in vifro method. The
substrate concentration is saturating for 100 mM and the wetting
apent used is propanol at 2.5 p. 100 Activity is proportional to the
time of incubation for at least 1 hour.

The analyses carried out 1n the Ivory Ceast showed this enzyme
to be very labile, with a half-life of about 4 hours,

b) Variations.

The analysis results sometimes vary very considerably according
to the sampling.
Different factors play their part :

— the time of sampling, as light induces the activity [Beevers,
1965 ; Chen, 1969] ; this gives rise to variations ranging from | to
6 nursery plants, from | 1o 2 on adult trees during the day (with
a peak at about 11 a.m.) ;

— leaf rank : in nursery plants with 12 leaves, activity 15 at its
highest pownt around rank 6, and in adult trees also the zone of
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sampling 1s relevant ; in practice, it was decided 10 sample the
upper three-quarters of the leal ;

— age : activity declines with age, then stabilizes when the leaf
surface is definitely established ;

— the terrain.

On the other hand, the coefficient of variation for an analysis is
quite small {5.9 p. 100). That between plants in the same cross is
over 25 p. 100 and without relationship to vegetative vigour.

As nitrate reductase is induced by its substrate [Beevers, 1965]
and inhibited by NH, {Losada, 1970 ; Erith, 1972 ; Orebasito,
1975], induction tests were carried out. When the leaf bases were
soaked in a nitrate solution for 4-6 hours, activity was multiphed
by 6 in deficient young plants, by 50 in leaflets from adult trees.
It would seem, therefore, that it 1s the supply of nitrate rather
than potentiat enzymartic activity which is the chief factor limiting
nitrogen assimilation.

2. — Free amino acids and proteins.

The study of nitrogen metabolism is completed by quantity
analysis of free aminoacids and proteins.

That of free aminoacids is carried out on a Techmicon TSM
autoanalyser [Lozano er af., 1976].

The proteins are analysed by the Lowry method [1951]. It s
necessary for the leaves to be ground in the presence of PVP
(Polvclar AT). For analysis of germ extracts Polyclar is not
indispensable, but Triton X-100 at 0.1 p. 10 15 recommended.

The protemn rate declines from leat 17 on wn adult palms, and
also varies in function of age and situation.

3. — Acid phosphatase.

It can play an important part in regulating glucide metabolism
[Turner, 1975]. It is affected by certam conditons of muneral
nutrition [Besford, 1975, 1978] or water supply {Adjahossou,
1977].

a) Analysis.

The enzyme is relatively stable. The addition of mercapto-
ethanel to the leaf extraction medium is indispensable. For germ
extracts, Triton X-100 is necessary.

b) Variations.

Here again, many factors come into play :

— the type of soil,

— age : achivily and specific activity decrease slightly with age,

— leaf rank : on adult trees, activity is maximum at about rank
5, and levels out from ranks 9 to 17 ; it also varies along the
leaflet ; maximum specific activity is found in old leaves and
remains relatively constant for one leaflet.

The coefficient of variation of the analysis is small (5.6 p 100).
Variations between individuals within the same cross give
coefficients of 95 p. 100 for leaves and 16.4 p. 100 for roots in
nursery plants, 16 p. 100 for leaves of adult trees.

4, — Oxidases and phenols,

The oxidases involved in auxin regulation phenomena and the
phenols peroxidases and polyphenoloxidases are fairly sensitive
to nutrient status [Yakimovich, 1976 ; Smirnova, 1976]. lherr
analyses are perfected, but have not yet been used in our studies.

5. — Glucose 6 phosphale dehydrogenase.

Glucose 6 phosphate dehydrogenase and 6 phosphogluconate
dehydrogenase are the first two enzymes in the pentose cycle
which allows the repgeneration of the NADPH cofactor
indispensable to lipogenesis ; this regeneration may be a limiting
factor for oil production. The extraction and analysis of fruit
pulp have shown that enzymatic activities were multiplied by two
or three at the time of ripeming and decreased thereafter.
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II. — INFLUENCE OF MINERAL NUTRITION

These biochemical parameters vary in function of mineral
nutrition.

I. — Effect on free amino acids in the leaves,

Deficiency or poor balance 1n N, P or K leads to increase in the
FAA rate because of unsatisfactory incorporation with the
proteins {NGuyen er @f., 1973 ; Fabian-Galan, 1970 ; Mitchell er
al., 1976). The results of a fertilizer trial in Indonesia (AL CP 1)
do not support this theory, since the apphcation of nitrogenous
feriilizers increase both yield and the FAA rate.

P. 100 N FAA Production
Fertilizer l-eaf 17 {micromole/10 g) (kg bunches/
f.m. tree/year)
NO 2.12 38.1 108
N1 2.40 ** 45.4 +* 158 **
N2 2.44 ¥ 44.0 ** 155 **

A more detailed examination of the effect ot nitrogen on the
FAA content shows that the increase concerns aspartic and
ghitamic acids.

In an N, K, Mg trial in the lvory Coast (LM-CP 23} which
responded well to potassic fertilization, an increase in aspartic and
glutamic acids and a drop in asparagime and glulamime were
observed when the K deficiency was lifted. The latter therefore
causes an mncrease in armdes as a result of storage ol the available
N not used for protemn synthesis,

The coefficients of correlation between yield and aspartic and
plutamic acid contents are 0.90* and 0.84 * respectively. A
simlar effect of potassic nutrition has been seen in another trial in
the Ivory Coast (DA-CP 13).

2. — Effect on nilrate reductase and acid phosphatase.

This effect has heen studied in a field experiment set up on the
La Me Station in the Ivory Coast in 1974-75. Itisa 4 x 2 x 2
factorial tnal studving the action of potassium chloride,
ammorium sulphate and magnesium sulphate.

The results are summarized in Table I.

There are signuficant difterences in acuvity between trealments,
as well as significant correlations between activities and yield or
the leafl elements levels.

Such results justify the interest taken in these enzymes and open
up a new line of resecarch on mneral nutrition, [ndeed, should it
be possible to define cnitical levels for enzymatic activities, this
might provide a new means of diagnosing mineral deficiencies or
imbalances 1n the oil palm. .

HI. — TRIAL FOR THE BIOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF DIFFERENT CROSSES

1. — Planting material used.

For the criteria retained to be usable, it must first be shown
that they make it possible to identify crosses.

A preliminary study was made in Montpelher on yvoung 5-leaf
plants from a lew available families corung from La Me x Deh
(LM x DE) and Yangambi x Deh (YA x DE) crosses.

It was completed by the study of 8 high- and low-yelding
crosses tn Montpellier using seedlings, and in La Me with nursery
plants.

The results were very encouraging, showing significant
differences in activity between crosses as regards nitrate
reductase and acid phosphatase, with.good correlation between
the measurements taken in Montpellier and in La Me.

As the outcome of this first study was satisfactory, the planting
material was diversified ; 1t is listed in Table II.

The hybrids planted in 1961 corresponded to a first La Me x
Deli interorigin generation offering a very wide range of oil yields
per ha (2.4 t-4.4 t at 6-9 years).
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The 1967 and 1968 hybrids form part of the penetic fields
planted in the framework of later improvement work in La Me
and in Mondoni, Cameroon. Yield variations are smaller.

2. — Variation in function of the type of planting
material.

The measurement of enzymatic activities was completed by the
determination of the protein content and specific weight of the
leaflet laminae. Average values per type of cross are shown in
Table 11I1.

a) Nitrate reducitase.

NR activity in adult trees is lower in the families planied
1961 than in those planted in 1967 and 1968, No doubt this is due
to the influence of age, sampling having been done on the same
leaf rank.

The activities of nursery plants, greater in MD-GP 1, are
explained by the fact that sampling was done on younger plants

As a peneral rule, activities are 10 to 100 times less than those
guoted for other trees in the relevant literature.

Average activity is much more variabie between sampling dates
than between crosses.

However, there are significant differences in activity between
the crosses studied in each of Lhe trals taken separately.

No relationship 15 found between the nitrate reductase activities
of nursery plants and those of adulr trees (Fig. 1 - example of
LM-CP 9).

b) Specific weight of leaflets.

This is a parameter simple and quick to measure, characteristic
of foliage vigour.

The means of the different trials are comparable, and there are
significant differences between crosses.

There is a positive by not sipnificant relationship between the
specific weight of famibes at the juvenile and adult stages.

¢) Acid phosphatase.

It will be recalled that this was measured on the leaves of adult
trees and the roots of nursery plants,

In each organ, the activities are comparabie for the various types
af crosses in each trial. Within the trials, there are significant
differences in activity between crosses. The same applbes to
specific acid phosphatase activity.

On seedlings (BIO-ES 3), acid phosphatase activities of the
leaves and roots correlate positively.

There is no relationship between that activity of adult trees and
that of nursery plants ; on the other hand, the activity of nursery
plants is found to be in significant correlation with the acid
phosphatase activity of germs for trials LM-GP 9 and MD-GP 1.

3. — Relationships between biochemical parameters and
vield.

a) Free antino acids.

They were analysed in the leaves of 8 familes in the 1961
plantings ; there are significant differences in contents bhetween
farmlies for aspartic and glutamic acids, arginine, serine and
prohng,

Sigmificant correlations were brought to hght between the free
amino-acid rate and yield parameters.

Production 6 — 9 years

No. of bunches Mean bunch
weight
Mean weight — 0.74*
A e + glutamine
Sparag £ — 0.76 + 0.89%*

Aspartic + glutamic acids
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4 high amide level. usually refecting the storage of nitrogen
unused tor protein synchesis, 15 associated with crosses having a
small number of large bunches ; conversely, a low amide rate cor-
responds to crosses with many small bunches. However, there is no
significant relationship with yield.

b} Proteins.

In adult trees the protein rate 1s related to bunch production
either nepatively (1961 plantings, r = — 0.74%), or posidvely
{LM-GP 8, r = 0,61%), or ¢lse not at all (LM-GP 9, r = 0.14)
{Table 1V).

N.B. Measurements were made on leaves on adult trees or nursery plants,
on germs of germmated seeds.

The same applies 1o the protein contenl of the roots of nursery plants
and germs.

¢) Specific weight of leaflets.

Table V sums up the relationships between this factor and the
yield parameters.

In adult trees, this factor seems to be related positively to mean
bunch weight and negatively to the number of bunches as well as
bunch and oil yield per ha.

The results obiained with nursery plants are less clear.

d} Nitrate reductase activity.

With the exception of the LM x DE in the 196] plantings, no
relation is observed between mitrate reductase activity and yield
{Table VI).

e} Acid phosphatase activity.

In the preliminary trials, a strong negative liaison was found
between root actrvity 1n nursery plants and yield at maturiry.
Later measurements did not confirm this first observation (Table
VI

The relation may be either positive or negative, depending on
the trial or the type of planting material. The same is true for spe-
cific activity.

The relationships observed between the biochemical parameters
and those of yield vary greatly according to the type of trial and
of cross. In no way can they serve as critena for early selection,

CONCLUSIONS

The main object of this study was to seek biochemical criteria
characteristic of the crosses ta serve as a complement to mito-
chondrial activities in tests for early selection.

The results up to now show that it is indeed possible to find
significant differences between crosses for each of the parameters
studied, but that there is no overall relanonship between the bio-
chemical parameters and yield.

QOn the other hand, it does appear that the enzymatic activities,
nitrate reductase and acid phosphatase, the essential objects of the
study, are distinctly influenced by nutrient status, to such an
extent that they could be considered as a means of diagnosis.

N, K, or Mg fertilization having a2 marked effect on weld
increases nitrate reductase activity and reduces that of acid phos-
phatase much more than the N, K or Mg levels in the leaves.

These enzymes could also be studied in pot culture, using
increasing rates of nutrient elements, which might make 1t possi-
ble to single out families with small mineral element requirements.

1t would finally be possible to develop the study of the enzvmes
involved in lipogenesis, the ultimate biochemjcal process which
leads from the production of glucides by photosynthesis to the
accumulation of ail in the fruit. They have not been studied up to
now because it was thought that the o1l contammed 1 the tissues
concerned might hinder analvsis. Now, we have been able mn the
course of this work to work out a simple and rapid methed for
procuring a clear serum representative of the medium in which the
transformaton of the glucides inte lipides occurs, a serum on
which it 15 perfectly feasible to make quantity analyses of enzy-
mes.

Cne would therefore be able to examine the efficiency of the
enzymatic system in the fruit as well as any factors limiting lipo-
genesis, and compare crosses on this basis.





