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Proceédé de régénération du cocotier a partir

d'explants,et plants obtenus par ce procédéq

La présente invention a pour objet un procédé de
régénération du cocotier & partir d'explants .

Elle est également relative aux plants obtenus
par ce procédé .

Le cocotier a fait 1l'objet depuis 1les vingt
derniéres années d'un effort de sélection par les
méthodes classiques qui ont conduit a 1l'obtention
d'hybrides performants, présentant des rendements deux
4 trois fois supérieurs & ceux obtenus avec les
variétés locales non sélectionnées.

La sélection classique se heurte cependant a
différentes contraintes liées aux caractéres
morphologiques et & la biologie de cette plante :

- une allogamie fréquente responsable de la

grande variabilité au sein des descendances et

de l'hétérogénéité des plantations;

- des cycles de sélection trés longs ( 12 a 16

ans);

- des coefficients de multiplication faibles ,

le cocotier étant uniquement propagé par graines

et le nombre de noix par arbre restant peu
éleve,

- une multiplication végétative inexistante dans

les conditions naturelles, le cocotier ne

possédant qu'un seul bourgeon végétatif en
position terminale et ne formant pas de rejets.

La mise au point d'une méthode de multiplication
végétative permettrait de contourner ces difficultés et
d'obtenir un matériel homogéne par clonage d'individus
hautement performants, ce qui conduirait & |une
amélioration sensible de la productivité et de
1'homogénéité des plantations.

Meunier et al.( Recent advances in genetic
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improvement of coconut yield. In : Pushpraﬁah E., Chew
Poh Soon (eds) Cocoa and Coconuts progress and outlook.
Kuala Lumpur : Inc. Soc. Plant, pp 719-732 ( 1989)) .,
estiment que le clonage des meilleurs individus au sein
d'une descendance hybride PB 121 devrait permettre
théoriquement une augmentation de 24 % des rendements
en coprah.

Les tentatives de régénération du cocotier ont
abouti & la connaissance des demandeurs & l'obtention
de quelques vitroplants mais n'‘ont pas conduit a la
mise en oeuvre d'un procédé reproductible de
régénération in vitro a partir d'explants

Blake et Eeuwens ( Proc. Costed Symposium on
Tissue Culture of Economically Important Plants ,
Singapore, 1981 Ed. A.N. Rao) décrivent les premieres
tentatives de multiplication in vitro du cocotier . Les
auteurs mentionnent l'obtention de plantules & partir
de fragments d'inflorescences mais les plants obtenus
n'ont pu étre enracinés.

. Un compte-rendu de Branton et Blake ( 1984,
International Conference on Cocoa and Coconuts )
mentionne 1l'obtention de deux vitroplants mais le
procédé utilisé par ces auteurs conduit selon eux au
développement, dans environ 90% des cas, de structures
embryoides anormales .

Buffard-Morel et al. ( Compte-Rendu du 8éme
Congres International sur les Biotechnologies, Paris,
1988) décrivent 1'obtention d'une plantule & partir
d'explants foliaires. Le milieu de régénération utilisé
n'est pas indiqué.

Une revue parue ultérieurement ( Blake, Coconut
Micropropagation , in Biotechnology in Agriculture and
Forestry, Vol.10, Legumes and oil seeds crops ed.
Y.P.S. Bajaj, pages 538-544, 1989) mentionne que des
plantes ont parfois été obtenues par différentes
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équipes mais sans qu'il soit réellement -possible de
reproduire les conditions d'obtention et d'obtenir de
grandes quantités de plantes

L'article conclut que les résultats peu
encourageants enregistrés dans la régénération du
cocotier peuvent é&tre expliqués par le fait que l'on
s'attendait & ce que 1les tissus de cocotiers se
comportent comme ceux du palmier a huile.

L'article le plus récent mentionnant 1l'obtention
de vitroplants est un article de Verdeil et al.
(Oléagineux , 1992 ,Vol. 47, n’'7, pages 465-469 ).

Les auteurs mentionnent l'obtention d'une
vingtaine de vitroplants . Selon ce procédé des cals
sont obtenus sur un milieu additionné de 30 & 80 mg/l
d'acide 2,4—dichlorophénbxyacétique ( 2,4-D) en
présence de charbon actif (2 ou 3 g/l). Ces cals sont
obtenus sur des explants soit foliaires soit
inflorescenciels . 1Ils sont isolés de 1l'explant a
partir du 6éme mois de culture et sont placés sur un
milieu enrichi en 2,4-D par rapport & la concentration
initiale, afin d'induire une embryogenése. Les cals
évoluent selon deux voies d'embryogenése décrites par
des études histologiques dont 1l'une conduit plus
spécifiquement a la formation de pro-embryons, qui
possédent les caractéristiques des premiers stades de
1'embryon zygotique.

La maturation de ces pro-embryons en embryons
est obtenue en réduisant progressivement la
concentration en 2,4-D utilisée 1lors de 1l'étape
précédente . Le développement des pousses feuillées est
réalisé sur un milieu dépourvu d'hormone et l'émission
de racines , ou rhizogénése , est induite par un
traitement auxinique & base d'acide naphtaléne acétique
(ANA). Néanmoins , cette rhizogénése peut parfois

s'observer spontanément, c'est-a-dire sans traitement
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Enfin, l'article de BUFFARD-MOREL et al.
(Journal Canadien de Botanique , 1992,70(4): 735-741 )
décrit la formation d'une pousse feuillée sur un massif
d'embryons ’ son isolement du massif et son
enracinement. Ce vitroplant poursuit actuellement sa
croissance en champ depuis 1989.

Cette plante a été régénérée & partir de cals
obtenus sur un milieu gélosé contenant du saccharose ,
du charbon activé a raison de 2 & 3 g/1 , ainsi que du
2,4-D a des concentrations variant de 30 & 60 mg/l.

L'induction de 1'embryogenése sur ces cals est
effectuée sur des milieux appauvris progressivement en
2,4-D. Selon les auteurs les concentrations sont
abaissées de 0,22 1074 a o,45 10”4 moles/l tous les
quatres mois.

Aucune information n'est donnée concernant la
maturation des embryons

I1 ressort de 1l'analyse de 1l'état de la
technique ci-dessus qu'aucun procédé de régénération de
cocotiers a partir d'explants , permettant l'obtention
de plantes ne présentant pas d'anormalités, dans des
conditions industrielles , n'a été décrit .

Les demandeurs se sont donc attachés & la mise
au point d'un procédé permettant d'obtenir la
multiplication d'un individu adulte donné de cocotier
sans le léser, et notamment sans modifier ses capacités
de production ou de reproduction .

Un autre objectif des demandeurs est un procédé
ne provoquant pas de variabilité dans les plants qui en
sont issus. Enfin, un tel procédé doit permettre
1'obtention avec un rendement important d'un: grand
nombre de plants a partir d'un clone déterminé , dans
des conditions de production industrielles

Les demandeurs se sont heurtés au fait que les
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méthodes de régénération mises au point pour d'autres
plantes tel que le palmier 34 huile, n'étaient pas
transposables & la régénération du cocotier .

Ils ont montré de maniére surprenante que l'on
pouvait régénérer & partir d'explants obtenus sans
léser le donneur ’ des plantes ayant des
caractéristiques morphologiques normales par maturation
des embryoides en embryons sur un milieu ne comprenant
pas de charbon actif et d'auxine mais comprenant au
moins une cytokinine.

La présente invention a donc pour objet un
procédé de régénération du cocotier a partir d'explants
comprenant les étapes de :

- jinduction de la formation de cals a partir
d'explants, '

- induction de 1'embryogenése sur les cals ,

- obtention de structures embryonnaires

- maturation des embryons,

- caulogenése , et

- rhizogénése.
caractérisé en ce que la maturation des embryons , est
effectuée par repiquage de ces structures sur un milieu
dépourvu de charbon actif et d'auxine , et comprenant
au moins une cytokinine.

Avantageusement, la cytokinine est la 6-
benzylaminopurine, la zéatine ( forme libre, riboside
ou ribotide), 1l'isopentényl-adénine ( forme 1libre,
riposide ou ribotide) , 1la kinétine ou la N,N;-
diphénylurée mais elle peut &tre toute autre cytokinine
naturelle ou de synthése, seule ou en combinaison .

La concentration en cytokinine peut étre
comprise entre 0,1 et 10 mg/l de milieuw , et
préférentiellement entre 1 et 5 mg/l. Encore
préférentiellement elle sera de 1'ordre de 2,25 mg/l de

milieu .
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Avantageusement , 1'induction des cals est
effectuée sur un milieu gélosé comprenant une auxine et
du charbon actif. Cette auxine est préférentiellement
de l'acide 2,4-dichlorophénoxyacétique .

L'embryogenése peut &tre induite sur les cals
par augmentation de la quantité d'auxine dans le milieu
gélosé sur lequel ils sont repiqués .

Les structures embryonnaires sont
avantageusement obtenues & partir des structures
embryogénes par réduction progressive de la quantité
d'auxine dans le milieu.

La caulogénése est avantageusement induite par
repiquage des embryons obtenus aprés maturation , sur
un milieu gélosé comprenant du charbon actif et
dépourvu de facteur de croissance.

La rhizogénése si elle n'est pas spontanée ,
peut étre induite par transfert des embryons présentant
une pousse feuillée sur un milieu contenant de l'acide
naphtaléne acétique ( ANA), ou de 1'ANA et du charbon
actif .

Avantageusement, les explants utilisés dans le
procédé et sur lesquels on induit des cals sont des
fragments de tissus foliaires ou des fragments
d'inflorescence .

Les résultats obtenus dans 1l'étape de maturation
des embryons sur un milieu dépourvu de charbon actif et
contenant des facteurs de croissance, sont surprenants.
L'homme du métier pour la reproduction in vitro du
cocotier ayant plutdt tendance a adjoindre
systématiquement du charbon actif dans des milieux
contenant des facteurs de croissance .

Les techniques de manipulation des tissus
végétaux in vitro ainsi que les techniques générales de
régénération des plantes a partir d'explants , pouvant

gtre utilisées dans le cadre de la présente invention
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sont celles décrites en particulier dans Geérge E.F. et
Sherrington P.D. (1984) Plant Propagation by Tissue
Culture ,Exegetics Limited, Eversley, Basingstoke -
Hants - RG 27 09 Y, ENGLAND, Printed Ly Easter Press,
Reading, Berks .

On se référera donc pour la mise en oeuvre du
procédé objet de la présente demande & ce manuel
général.

Ce procédé est avantageusement destiné a la
régénération in vitro du cocotier , et en particulier
des génotypes Nain jaune Malais, hybride Nain Jaune
Malais x Grand Ouest Africain (PB 121), et hybride
Grand Ouest Africain x Nain Rouge du Cameroun (PB1l11)
créés par IRHO/CI, Grand-Ouest Africain, Nain rouge
Cameroun et Nain vert .

La présente invention a également pour objet des
plants, ou des plantules, obtenus par un procédé de
régénération in vitro , caractérisés en ce qu'ils
présentent un cotylédon fusiforme et de faible taille
par comparaison avec celle d'un cotylédon de plants, ou
de plantules, issus de noix d'un méme génotype.

Avantageusement de tels plants ou plantules
présentent un port plus étalé et des pétioles et des
limbes plus courtes par comparaison avec ceux de plants
ou de plantules issus de la culture d'embryons
zygotiques . _

Ils sont susceptibles d'étre obtenus par le
procédé objet de la présente invention et décrit ci-
dessus.

La présente invention est illustrée sans pour
autant étre limitée par l'exemple suivant dans lequel :

La figure 1 représente un schéma général de mise
en oeuvre du procédé objet de l'invention.

Les figures 2 et '3 sont des photographies
respectivement d'un vitroplant selon la présente

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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demande et d'un plant issu d'une noix obtenue par la
technique classique de reproduction .
EXEMPLE :

Multiplication in vitro du cocotier & partir de

fragments de feuilles et d'inflorescences

a) Formation de cals.

La callogenése conduit a la formation de tissu
inorganisé ou cal, a partir de fragments de feuilles ou
d'inflorescences immatures.

1) collecte du matériel au champ.

Des feuilles immatures ( feuilles de rang F-6 et
F-7, FO étant la premiére feuille déployée) et des
inflorescences immatures , situées & l'aisselle des
feuilles de rang F+2, F+3, F+4, sont collectées au
champ . '

Ces deux sources d'explants sont collectées sur
des arbres adultes de génotype Nain Jaune Malais,
hybride Nain Jaune Malais x Grand Ouest Africain (PB
121), hybride Grand Ouest Africain x Nain Rouge du
Cameroun (hybride PB 111) qui sont des hybrides crées
par le département oléagineux du CIRAD, sans léser le
bourgeon terminal, ce qui permet la survie de la

plante-meére.

2) Désinfection du matériel et mise en culture.

Le matériel est désinfecté superficiellement par
une solution d'eau de javel du commerce diluée seize
fois. .

Les explants sont fragmentés sous hotte & flux
laminaire, puis chaque fragment est placé dans une
solution d‘'attente anti-oxydante afin d‘éviter le
brunissement des explants (30 g/1 de saccharose, 100
mg/l d'ascorbate de sodium et 150mg/l d'acide
citrique).

Les explants sont alors repiqués sur le milieu
de callogenése ayant la composition suivante:

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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- solutioﬁ minérale de Eeuwens (Phyéiol. Plant,
36, 23-28, (1976)) pour les macro et les microéléments,

- vitamines de Morel et Wetmore ( 1951- Fern
callus tissue culture. Amer. J. Bot. 38:141-143),

- ascorbate de sodium 100 mg/1

- saccharose 30 g/1,

-2,4-D (Sigma) 44, 55 et 66 mg/l

-charbon actif neutralisé (Sigma) 2 g/1

-bacto agar (Sigma) 7,5 g/l

- eau désionisée Millipore, g.s.p. 1 1.

Le pH est ajusté a 4,5 avant adjonction de
l'agar puis du charbon actif.

Les milieux sont distribués dans des tubes de 24
x 160 mm fermés par un capuchon en verre et autoclaveés
4 115°C pendant 30 minutes.

3) Stockage des explants mis en culture.

Les tubes de culture sont placés & l'obscurité
dans une chambre de culture maintenue & 27°C # 1°C et
ils sont incubés pendant plusieurs mois jusqu'a
l'apparition des cals (entre 3 et 10 mois suivant les
génotypes ).

b) Isolement des cals et induction de

1'embryogenése.

1) Matériel végétal utilisé.

Deux types de cals pouvant étre distingués sur
des critéres morphologiques sont obtenus:

a) des cals nodulaires jaundtres ,

b) des cals blancs de type granuleux.

L'embryogenése est obtenue sur les deux types de
cals.

Ce type de cal granuleux est obtenu sur explants
inflorescenciels, directement & partir des bourgeons
floraux durant 1'étape de callogenése. Sur explants
foliaires ils apparaissent aprés l'isolement des cals

primaires nodulaires et compacts.
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2) Milieu d'embryogenese et conditions

d'obtention de structures embryogénes.

L'embryogénése est obtenue par repiquage des
cals sur deux milieux contenant l'un 80 mg/l de 2,4-D,
2 g/l de charbon, 40 g/l de saccharose et 40 mg/l de
sulfate d'adénine (milieu M3), et l'autre 120 mg/l de
2,4-D, 3 g/1 de charbon actif, 20 mg/l de sulfate
d'adénine et 20 g/l de glucose (milieu G3). La solution
minérale utilisée est celle de Murashige et Skoog.
(Physiol. Plant, 15, 473-497, (1962)).

Le repiquage des cals sur le milieu
d'embryogenése se fait réguliérement tous les deux
mois.

Les cultures sont maintenues & l'obscurité, a
27°C.

Dans ces conditions de culture, des structures
embryogénes blanches et épidermisées apparaissent entre
2 et 20 mois aprés le premier repiquage sur au plus 10%
des cals isolés a partir des trois génotypes.

c)__Obtention des structures embryonnaires et

maturation des embryons.
Les structures blanches et épidermisées sont

repiquées sur des milieux progressivement appauvris en
2,4-D. Lorsque les structures embryogénes évoluent en
structures embryonnaires, elles sont repiquées sur un
milieu dépourvu de 2,4-D et de charbon actif et
contenant une cytokinine: la BAP & raison de 2,25 mg/l
(milieu CK3);

Le milieu de base est le suivant

- macro éléments de Murashige et Skoog (MS)

- micro éléments de Murashige et Skoog modifiés
par Nitsch (MSNC)( Nitsch (1969) Phytomorph. 19, 383-
404)

- vitamines de Morel et Wetmore ( précédemment

cités)

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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- saccharose 30 g/l1.

Les structures embryonnaires obtenues sont
repiquées tous les deux mois sur ce milieu jusqu'a
émission de la premiére gaine foliaire.

d)_Isolement des embryons et caulogenéese.

Les embryons sont transférés, aprés émission de
la premiére feuille en forme d'écaille sur le milieu
suivant : solutions minérales MS et MSNC, hydrolysat de
caséine 500 mg/l, saccharose 30 g/l1, bacto agar 7,5 g/l
et charbon actif 2 g/l. Les embryons peuvent alors étre
transférés dans une salle lumineuse ( photopériode de
12 heures) . Ils sont repiqués tous les deux mois
jusqu'a ce que les pousses feuillées atteignent 5 & 8
cm de hauteur.

e)__Enracinement des embryons avant émis leur

pousse feuillée.

Deux types de milieu peuvent &tre utilisés pour
l'enracinement :

- soit un milieu gélosé renfermant le milieu de
pase standard, 60 g/l de saccharose, 500 mg/l
d'hydrolysat de caséine, 20 mg/l d'ANA, 2 g/1 de
charbon actif, bacto agar 7,5 g/l. Le pH de ce milieu
est ajusté a 5,6,

- soit un milieu liquide renfermant le milieu
standard, 20 g/l de saccharose et 0,5 a 2 mg/l d'ANA.

Dans le premier cas (a) apres apparition des
premiéres racines ( 2 mois environ), le vitroplant est
transféré sur un milieu de méme composition, mais
dépourvu d'ANA et contenant du charbon actif a 2 g/1.

Dans le deuxiéme cas (b) le vitroplant est
transféré aprés 24 a 48 heures sur le méme milieu
dépourvu d'ANA mais renfermant 60 g/l de saccharose.

f ) Caractéristiques des plantules obtenues.

Environ quarante vitroplants de différents

génotypes ont été obtenues par ce procédeé.

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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Aucun des vitroplants obtenus en tubes ne
présente d'anomalies morphologiques.

En début d'émission des pousses feuillées, les
vitroplants se distinguent des plants issus de noix
obtenues par les techniques classiques de reproduction
par les caractéristiques suivantes :

- le cotylédon des plants obtenus in vitro reste
trés petit et est généralement fusiforme, a la
différence de celui de plants issus de la culture
d'embryons zygotiques dans lesquels il devient tres
volumineux et occupe toute la cavité de la noix ,

- les plants obtenus in vitro sont de taille
plus faible, & stades de croissance comparables, & ceux
issus de noix d'un méme génotype ,

- 1le port des plants obtenus in vitro est
différent . Il est plus étalé , les feuilles sont plus
ramassées et présentent des pétioles et des limbes plus
courts que ceux de plants issus de noix & des stades de
croissance comparables.

Ces différences ressortent clairement de la
comparaison des photographies des figures 2 et 3 qui
représentent respectivement un vitroplant selon
1'invention et un plant obtenu classiquement par
embryogenése zygotique . Sur la figure 3, (A) indique
le cotylédon.

Les comparaisons données ‘ci-dessus s'entendent
pour des plants a des stades de croissance comparables
. Ces différences s'estompent progressivement avec le
développement des plants.

Il s'agit de comparaisons statistiques

représentant les morphologies moyennes des populations.
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REVENDICATIONS

————————— - - - —

1. Procédé de régénération du cocotier & partir
d'explants comprenant les étapes de :

- induction de la formation de cals & partir
d'explants,

induction de l'embryogenése sur les cals ,

- obtention de structures embryonnaires,

- maturation des embryons,

- caulogenese et,

- rhizogeneése.
caractérisé en ce que la maturation des embryons est
effectuée par repiguage de ces structures sur un milieu
dépourvu de charbon actif et d'auxine, et comprenant au
moins une cytokinine. .

2. Procédé selon la revendication 1, caractériseé
en ce que la cytokinine est la §-benzyl-aminopurine, la
zéatine, 1'isopentényl-adénine, 1a kinétine , ou la N,
Nl-diphénylurée.

3. Procédé selon l'une des revendications 1 a 2,
caractérisé en ce que la concentration en cytokinine
est comprise entre 0,1 et 10 mg/l de milieu,
préférentiellement entre 1 et 5 mg/l de milieu et
encore plus préférentiellement est de l'ordre de 2,25
mg/l de milieu.

4. Procédé selon l'une des revendications 1 a 3,
caractérisé en ce que les cals sont induits sur un
milieu gélosé comprenant une auxine et du charbon
actif.

5. Procédé selon la revendication 4, caractérisé
en ce que l'auxine est 1'acide 2,4-
dichlorophénoxyacétique.

6. Procédé selon l'une des revendications 1 & 5,
caractérisé en ce que l'embryogenése est induite par
augmentation de la quantité d'auxine dans le milieu
gélosé.

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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7. Procédé selon l'une des revendications 1 & 6,
caractérisé en ce que la caulogenése est induite par
repiquage des embryons sur un milieu gélosé comprenant
du charbon actif et dépourvu de facteur de croissance

8. Procédé selon l'une des revendications l1az7,
caractérisé en ce que la rhizogenése est induite par
transfert des embryons présentant une pousse feuillée
sur un milieu gélosé contenant du charbon actif et de
1'acide naphtaléne acétique

9. Procédé selon l'une des revendications 1 a 7,
caractérisé en ce gue la rhizogenése est induite par
transfert sur un milieu liquide renfermant du
saccharose et de l'acide naphtaléne acétique.

10. Procédé selon 1l'une des revendications 1 a
9, caractérisé en ce que les explants sont des
fragments de tissus foliaires ou d'inflorescences .

11. Plant ou plantule de cocotier susceptible
d'étre obtenu par le procédé selon l'une des
revendications 1 a 10.

12. Plant ou plantule selon la revendication 11,
caractérisé en ce qu'il présente un cotylédon fusiforme
et de faible taille par comparaison avec celle d'un
cotylédon de plants, ou de plantules, issus de noix .

13. Plant ou plantule selon la revendication 12,
caractérisé en ce qu'il présente un port plus étalé et
des pétioles et des limbes plus courts par comparaison
avec ceux de plants ou de plantules issus de noix d'un

méme génotype.

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26)
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