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1. INTRODUCTION

La participation de I'acide chlorogénique et des depsides présents chez le
caféier & ia vie et au fonctionnement de la plante semble bien établie
(C OLONNA, 1978).

Par ailleurs, les effets reconnus de ces composés sur la physiologie
humaine, animale et végétale paraissent non négiigeabies (COLONNA,
1979, 1980a, 1980b).

Enfin, ies actions entrevues et possibles font 'objet de confirmations et de
racherches actuelilement en cours. D’'autres actions pourraien; se réveler.

J'ai voulu examiner, ici, I'influence éventusile du depside mono-caféyl-
3-quinique sur /a croissance des embryons de caféiers.

2. MATERIEL ET METHODES
2.1. Matériel végétal

Linfluence - des depsides sur la croissance et le développement des
embryons de caféiers a pu étre étudiée sur plusieurs espéces, variétés ou
clones. Il s'agissait pour le Coffea arabica L. de plusieurs pisds
fournissant un mélange de graines; pour ie Coffea canephcra Pierre s.
var. robusta Linden des clones K43 ou K44 ; pour le Coffea dewsvrai de
Wild. et Durand, race C. excelsa Chev. de la série n° 859; pour le Coffes
dewsevrei race C. néo-arroldiana du plant n° A14. Le choix de ces deux
races de C. dewevre/ se justifie, car elles apparaissent comme assez
différentes au sein du groupe de caféiers regroupés par CHEVALIER (1940,
1942) sous le nom « d’'exceisoides ». En effet, sur une plantation de cing
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hectares, issue de semences provenant d'un seul caféier excelsa typique
{n° Fodé¢ 301) jai pu monirer que la variabilité des dimensions
correspondant a cette, race recouvre les chiffres donnés par CHEVALIER
(1942) pour les «excelsoides», sauf er ce qui concerne les races
dybowskii et néo-arnoldiana, plus grandes, pu:s ituriensis, pius petite
(C OLONNA, 1973).

Ce matériel végétal a été récolté a 'état soit ruir soit immature, sur les
stations caféiéres de la cOte est de Madagascar & Kianjavato ou & llaka.
lLors de la mise au point des méthodes de culture in viiro, j'ai aussi
dispozé de semences selectionnées provenant de Centrafrique, tant pour
I catéiar robysta que pour le caféier excelsa.

2.2. Désinfection des graines

Dans le but de rechercher le meilleur équilibre entre I'efficacité de la
désinfection et le maintien des possibilités de développement, quatre
traitements furent comparés:

— 1. Trempage de 15 minutes dans le chlorure mercurigue & 1 pour milie
auquel on a ajouté comme mouillant du « Tween 80» 4 1 pour mille, aprés
application d’'un vide de 30 millimétres de mercure pendant 5 minutes;

-— 2. Trempage de 5 minutes dans le chlorure mercurigue en utilisant les
mémes conditions gue ci-dessus, I'application du vide ne durant qu'une
minute ;

-— 3. Trempage\de‘ 5 minutes dans une solution de « Tween 80» & 1 pour
mille, apras application d’'un vide de 30 millimétres de mercure durant une
minute, puis trempage de 5 minutes dans le chlorure mercurique & 1 pour
mille;

— 4. Trempage dans I'éthanol a 95° G.L. durant 3 minutes, aprés
application du vide pendant une minute, suivi a'un trempage de 5 minutes
dans I'hypochicrite de calcium (200 degrés chiorométriques, 70 grammes
dans un litre d'eau distiliée).

Le trempage s'zfiectue évidemment sur des graines nues. L'augmentation
du temps de aésinfection a4 30 ou 45 minutes n'apporte aucune
amélioration. Par contre, il convient aBsolument de faire pénétrer le
désinfectant dans le sillon du grain, grace & I'applicatioq d'un vide
d’'environ 302 millimétres de mercure. Cette simpie opération permet de
faire progresser le pourcentage de non-contarmination dune fagon
considérable: dans I'exemple du traitement n° 1 il passe de 30 a 95 pour
cent.

Les résultats du tableau n° 1 rnontrent Vefficacité des traitements n° 1 et
n° 4, Par rapport au nombre d'embryons mis en culture, le pourcentage
d'embryons réellement utilisables, c'est-a-dire le nombre d’embryons non
contaminés et se développant d'une fagon normale, en réalisant leur
photosynthése, atieint une valeur satisfaisante pour le traitement n° 4 et, &
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un degre moindre, pour le traitement n° 1. Une évaluation de la régularité
du développement fait ressortir un caractére moins traumatisant pour les
traitements n® 2 et 4; ceci mérite d'étre pris en considération dans le cas
des embryons immatures qui semblent moins bien protégés que les
embryons & maturité; par ailleurs on obtient avec ces deux traitements
une meilleure homogénéité des cultures. Le traitement n° 4 a donc été
généralement retenu. La désinfection se terthine toujours par trois
ringages aseptiques & 'eau distillée autoclaveée.

P. 100 P. 100 Indice
Traitements de non- d’embryons |de développement
contamination utilisables et d’homogénéité
1 95 T ++
2 60 50 +++
3 85 60 ++
4 90 85 +++

Tableau n° 1: Infiuence des divers protocoles de désinfection.

2.3. Extraction de I'embryon

Sur graines mires (COLONNA, CAS et RABECHAULT, 1971), la nécessité de
repérer 'embryon pour l'extraire et la dureté de I'albumen: imposent un
trempage aseptique de 36 a 48 heures dans I'eau distillée. Ce trempage se
fait dans une quatriéme eau de ringage. L'extraction de I'embryon et son
passage sur milieu de culture sont réalisés sous «tunmel» vitré, aseptisé
par pulvérisation d'éthanol 4 95° G.L. La graine désinfectde, sortant du
trempage stérile, est débardassée de la fine pellicule argentée qui la
recouvre, puis immédiatement plongée, durant quelques instants, dans
I'éthanol & 95° G.L. L'embryon, situé dans un plan inclus dans I'un des
deux feuillets de l'albumen, est alors visible par transparence. Tenant la
graine entre deux doigts, le sillon vers le bas, on effectue ab moyen d'un
scalpel stérile, une entaille transversale, profonde d'un & deux millimeétres,
vers le milieu de la graine & l'extrémité et au ras des deyx cotylédons-
accolés de I'embryon. On pratique ensuite sur le cété june seconde
entaille longitudinale, dans le plan et au niveau dg l'embrzjn’. La portion
du feuillet supérieur ainsi délimitée et découpée est soulevéd délicatement
avec la pointe du scalpel, de fagon & dégager en premier I'extrémité
radiculaire de I'embryon, puis l'axe hypocotylé et les cotylédons.
L'embryon entiérement découvert, reposant sur 1e feuillet inférieur auquel
il adhére relativement peu, sauf parfois par ies cotylédons, est soulevé sur
la pointe du scalpel et introduit dans le tube de culture stérile.

Cette methode n'a eéte que peu employée puisque j'ai utilisé le plus
souvent possible des embryons immatures. Dans ce cas (COLONNA, 1972),
l'albumen présente une dureté trés inférieure 4 celle de I'albumen des
graines mdres: le trempage préalable dans; I'eau stérile n'est pas
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nécessaire. L'extraction se trouve facilitée par la faible adherence,
constatée 3 ce stade, de l'embryon 3 l'albumen. A la limite 'embryon
immature pourrait, dans certains cas, s'extraire par simple pression sur la
graine.

2.4. — Milieux et conditions de cultures

Un certain nombre de données de la littérature en ce qui concerne les
cultures de tissus (LUTZ, 1928 ; MOREL, 1948 ; HELLER, 1953 ; VAN HOFF,
1971; etc..) ou les cultures d'embrs (NARAYANASWAMI et NORSTOG,
1964 ; HALPERIN, 1970; THEVENOT et COME, 1971 etc...), comme certains
essais personnels (COLONNA et al.,, 1971; COLONNA, 1972} m'ont conduit
a cheisir les conditions de milieu et de cuiture indiquées ci-apres.

Un litre de milieu de culture de base contient:

— 9000 milligrammes de «Bacto agar Difco »,
— 20000 milligrammes de saccharose,

— 750 milligrammes de KCI,

— 600 milligrammes de NOsNa,

— 250 milligrammes de SO.Mg.7H;0, macro éléments
— 125 milligrammes de PO.H.Na.H;O, selon HELLER,
— 75 milligrammes de CaCl,.2H;0, )

— 1 mitligramme de FeCl;.6H.0, j

— 1 milligramme de SO.Zn.7H.0,

— 1 milligramme de BOsH;,

— 0.1 milligramme de SO.Mrn.H,O, F cligoéléments
|

— ©,03 milligramme de SO.Cu.H:0, salon-HELLER,
- 73,03 milligramme de AICH;,

- 0,03 milligramme de NiCi,.6H,0,

— 0,01 miiligramme de IK,

2 milligrammes de glycine,
- 7 miligrammes de cystéine HCI,
1 oreilligramrae ¢’acide nicotinique,

substancas

complémentaires.
1 riligramme d'adénine,

- i miilligiarnme ¢ thiaming HCI,

N ™

— “0C mulligrammes de meso-inasitol, {
{

I

0.8 mitigran me oo pyridoxine FCL '}

Log tubes ae colture regolvent en génerai 15 a 20 mulliiitres ce miliey
yainse ot un empryon. Les anncentrations du mitieu de culture en acide
chicrogénique sont les suivantes selon jes traitements: 0 1107, .10 .
110°%, 1107 et méme 1.10™¢ dans au moins un cas. Ces traitemenis sont
appliguss en absence d'AlA ou en présence de ce composé a ia
concentration de 2.10° |l en est de méme dans le cas des autres
depsides.
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On soumet les embryons & un cycle nycthéméral, reproduit en- salle
climatisée. Les périodes d'éclpirement et d'obscurité se succédent sur un
rythme de 12 heures. La température varie de 20° C environ au milieu de
la période obscure, & 28°C & peu prés, au milieu de la période
d’éclairement. Celui-ci est fourni par des tubes «lumiére du jour=- et
dépasse 4000 lux.

3. RESULTATS PRELIMINAIRES

3.1. Croissance comparée des embryons en milleu gélosé et liquide

Les meilleurs développements furent obtenus en milieu liquide, certains
embryons dépassent 15 centimétres de long, dont 12 centimétres pour
'axe racinaire, avec trois paires de feuilles bien formées au-dessus des
cotylédons (photographie A). Pour fes essais en milieu liquide en absence
de gélose I'embryon, fiché dans une maille d'un manchon de tulle
(photographie A), lui-méme ligaturé sur un tube de verre intérieur, se
trouve maintenu a hauteur constante ; ie niveau est rétabli périodiquement

Photographie A: Embryons de caféiers ayant poussé aseptiquement sur
mitieu liquide, apres plusieurs mois (croissance et développement
entretenus par rencuvellernents aseptiques du milieu).
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et aseptiquemeiit. La croissance, bien gu’inférieurg (photographie B), fut
toutefois plus réguliére sur milieu gélosé. Aussi, ai-je retenu ce dernier
milieu pour étudier Faction des depsides sur la germination de 'embryon.

Photographie B: Embryons de cafiers ayant poussé aseptiquement sur
milieu géloss, aprés plusieurs wois (croissance et développement arrétés
par épuisemenit du milieu non renouvelabie).

3.2. — Influence de ldge des semences

Le travail réalisé ici gagnait évidemment beaucoup a étre effectué en pays
de production caféiére. En effet, le pouvoir germinatif des semences de
caféiers diminue généralement d'une fagon assez rapide chez les diverses
espéces et variétés du genre Coffea (COSTE, 1955). Aussi l'dge des
semences pouvait avoir une grande importance pour le succés de ces
expériences et il convenait tout d'abord de vérifier de quel laps de temps
'on disposait entre la récolte et la mise en culture aseptique de
'embryon; ceci surtout lorsqu’il s'agissait de graines a maturité.

La facuité de se développer a diminué rapidement chez ies embryons de
caféiers robusta: de 90 pour cent a4 quatre semaines, elle est descendue a
6 pour cent dés la dixiéme semaine. L'embryon de caféier excelsa a par
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contre beaucoup mieux conservé cette faculté qui était encore acceptable
au bout de onze semaines. Un essai de germination conduit en serre, en
fonction de I'dge des semences a donné des résuitats du méme ordre. J'ai
donc systématiquement travaillé sur des graines trés récernrnent récoltees
et jamais sur du matériel végétal collecté depuis plus de quatre semaines.

Je n‘ai pu obtenir de développement sur des lots d'embryons provenant
de semences vieillissantes a faible pouvoir germinatif; I'embryon extrait
d'une graine & pouvoir germinatif diminué n’a pas poussé : il semble donc
que I'embryon « vieillissant» ait lui-méme subi des modifications vraisem-
blablement irréversibles, empéchant son développement avant méme qu'il
ne soit freiné ou arrété par les substances éventuellement issues, au
moment de la germination, d'un albumen périmé.

Pour expliquer cette perte assez rapide du pouvoir germinatif chez le
caféier, on a pu invoquer (C OLONNA, 1972) les effets de la lumiére ou le
réle d’'un désséchement trop important; la circulation des gaz et des
liquides nécessaires a4 la germination pourrait étre entravée par les
déformations, dues a une dessication trop intense des plasmodesmes
entre cellules de la graine; enfin, la libération d'acides gras, aprés
-l'activation de la lipolyse en présence d'oxygéne de lair, entrainerait
Finhibition partielte puis totaie du développement de 'embryon. La cuiture
- d'embryons de cafeiers in vitro pourrait peut-étre permettre d'aborder
I'étude de ce probléme.

3.3. Croissance comparée « In vitro » des embryons de diverses variétés de
cafélers

La premiére expérience porte dur des semences sélectionnées de caféier
robusta et de caféier excelsa originaires d’Afrique Centrale, ayant subi le
traitement désinfectant n° 1 et placées sur milieu gélosé. L'embryon avec
ses:;otylédons mesurait, au moment de la mise en culture, 6,4 mM
de fong pour le caféier excelsa et 5,5 millimétres pour le robdsta; les
longueurs respectives sans les cotylédons se situant a 4,7 et 4,0
millimétres (Tableau n° 2). La longueur a sextuplé en 100 jours pour le
caféier robusta alors qu'il na fallu que 75 jours pour I'excefsa. Les racines
grandissent plus vite que I'axe hypocotylé. Les feuilles cotylédonnaires se
dévelpppent deux fois plus rapidement chez le caféier excelsa. Dans les
condﬁions de I'expérience, leur développement cesse presque totalement
entre ile 60° et le 70° jour: la transplantation sur un nouveau milieu
deﬁﬂdralt alors nécessaire. La premiére paire de feuille au-dessps des
cotylédons apparait vers le 45° jour pour les deux variétés et se dévelappe
rapidement; elle peut apparaitre plus tét et s'accroitre a la place des
cotylédons si ceux-ci ont été abimés au moment de la mise en culture
stérile. Au 75° jour de culture, on observe fa naissance d'une seconde
paire de feuilles chez le caféier excelsa.
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Caféiers
Néo-
Robusta Arnoldiana| Exccise
Longueur des racines en milli- ,

o 5,2 8,1 11,3
Longueur de I’hypocotyle en mil-

LBmdtre «covcvvecnerncnoans 2,6 4,2 48
Longueur du total en millimetre . 10,0 14,2 18,7
¢ Diamitre » moyen d’un cotylé-

. 3,7 4,1 41
Poids de matiére fraiche en

milligramme ............. 118 24,0 30,9

Tableau n° 3: Croissance et développement d'embryons de trois variétés
.de caféiers cultivés in vitro sur milieu gélosé pendant 90 jours (graines
immatures provenant de Madagascar).

Conduite sur des graines immatures de caféiers robusta, excelsa et néo-
arnoldiana ayant poussé a Madagascar, la seconde expérience confirme
les résultats précédents pour I'ensemble du développement et de la
croissance des embryons (Tableau n° 3). Au bout de quatre-vingt-dix
jours de culture In vitro, le poids frais moyen atteignait pour le caféier
robusta 40 pour cent et pour le caféier neo-arnoldiana 80 pour ceni de
celui du caféier excelsa (différences significatives, avec un coefiicient de
sécurité de plus de 99 %), de méme la loagueur de Fhypocotyle se situait
& 54 pour cent et 87 pour cent (significatif @ plus de 95 %), la longueur
ic.ale & 53 pour cent 3t 76 pour cent (non significatit).

4. ACYION DE UACIDE CHLOROGENIGQUE EN PRESINCE AR

Sur chagus embryon. ws e uoations effectudes ain bl dune
cinquasdtalins de jours Loncernerd s pa3ramoT e Sivants

— hauteur totale de P'erroryon en rtiimeres, depuis extrémite ca indire
usaurd la pointe de laxe racinaire, qu. esi gandraiement la racive la nivs
jongue (paramétre1)

— hauteur de 'axe hypocotyié et de a tige en miliimetres, depuis le colist
jusqu'a l'exirémité caulinaire {parametre 2);

-— longueur en millimétres de I'axe racinaire, c’est-a-cirz généralerneri de
la racine ia plus 'ongue, depuis le coilet jusqu'a l'extrémite radicuiaire
{paramétre 3);

.\.
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-— longueur totale en millimétres du systéme radiculaire, c'est-i-dire
fongueur de I'axe principal augmenté des longueurs ajoutées des racines
secondaires (paramétre 4) ;

— diametre moyen en miilimétres d'un cotylédon (paramétre 5), cette
valeur provient de quatre mesures par embryo:.

4.1. Evolution d’embryons de cafélers issus de gralnes miires en prézence
de doses croissanies d’acides chiorogénique et d’AlA (2.10°°)

La premiére expérience porte sur les trois varietés ou races de caféiers
déja citées: robusta, néo-arno/diana et excelsa, selon les modaliiés
décrites ci-dessus (§ 2). Six répétitions représentent chaque traitement.
Ceux-ci correspondent aux concentrations du mitieu en acide chlorogéni-
que (puricsimum), & savoir: 0, 1.10°°, 1.10 ‘et 1.10. Avec six repétitions,
quatre traitements et trois variétés, I'expérience comporte soixante-douze
degrés indépendants pour linterprétation statistique d'ensemble. Les
résultats de cette interprétation, comme les valeurs moyennes de chague
paramétre pour chaque traitement figurent au tableau n° 4,

On constate tout d’abord que linteraction «conceniration en acide
chiorogénique x variété » n'est jamais significative ; les embryons des frois
types de caféiers étudiés réagissent de la méme fagon a des dcses
croissantes d'acide chlorogénique dans leur milieu de culiure.

L'effet «variété» est toujours largement significatif, sauf toutefois pour 2
longueur de ['axe racinaire (paramétre 3). Cela veut dire que si les
réactions a l'acide chlorogénique en présence d’AlA ont toujours ia meme
allure elles s= situent a des niveaux différents pour les divers caféiers. Ce
sont les embryons de caféiers excelsa qui possédent en général le
meilleur déveioppement.

Leffet «acide chlorogénique en présence d'AlA» apparait coemme
largement & trés largement significatif. Les différences s:gnificatives se
situent entre le traitement 1107, qui améne une irhibition de la
croissance et le traitement 1.10™ qui correspond & une probabia
stimulation de la croissance. Cetie stimulation débuterait dés gue ia
concentration du milieu en acide chlcrogénique atteindrait 1.107; e wtre
les traitemmenis 0 et 1.10™ le seuil de signification n'est pas atteint pour jss
différences que 'on enregistre.

Les résultats correspondants au traitement 1.10°, ne figurent pas ici car
its manquaient pour ie caféier néo-arnoldiana. J'indiquerai qu'ils sont trés
proches de ceux relatifs aux traitements 1.10° et 1.10°. Leur prise en
considération ne modifierait pas linterprétation d'ensembie de ces
expériences.

Une seconde expérience, conduite sur caféier arabica dans des conditions
identiques, mais avec quatre répétitions seulement et les traitements G,
1.107", 1.107 et 1.10™, compléte et confirme ces données: les traitements
1.10°°. 1.107 et 1.10™ correspondent bien 4 une probable stimulation de la
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croissance par rapport au témoin sans acide chlorogénique. Pour le
traitement 1.107 il n'y a pas dinhibition; celle-ci ne débuterait, comme
pour les autres caféiers, qu'a des concentrations pius élevées (Tableau
n’ 5).

Acide chlorogénique
dans le milieu 1 2 3 4 5
0 16,5 58 10,8 16,5 3,0
1.10-¢ 26,5 7.8 18,8 26,5 3,0
1.10-® 24,5 8,2 16,3 20,8 3,3
1.10-# 190 | 80 11,0 13,5 35

Tableau n° 5: Effets de doses croissantes d’'acide chlorogénidue dans le
miheu de culture sur la croissance d'embryons de caféier arabica. i.es
mesures sont exprimées en millimeétres. 1, 2, 3, 4, et 5: voir tableau n* 4).

4.2. — Confirmation, dés les premiers stades du développement de
Yembryon, des caractéres spécifiques des quatre types de caféiers
étudiés ; maintien de ces caractéres en présence d’acide chlorogénique

L’ensembie des expériences ci-dessus font ressortir que, dés le debut du
dévelcnpement de I'embryon, apparaissent les caractéres morphologiques
que I'on rstrouvera chez les quatre types de caféiers ci-dessus, a l'etat
adulte.

En effer, si 'on considére le traitement témoin, sans acide chlorogénigue,
on constate que «{'axe hypocotyié et la tige» (paramétre 2) sont plus
longs pour les excelsoides (8,5 mm) que pour les caféiers arabica (5,8) et
robusta {5,5); de méme, le «diametie des cotylédons», qui n'est que de
3,0 et 3,6 millimetres pour ces deux derniers types de caféiers, atteint au
moins 5,8 millimétres pour les excelsoides : ceci préfigure bien le fait que
tes excelsoides deviennent des arbres et les deux autres caféiers des
arbustes {Tableau n° 8).

Fzu d'études portent finalement sur le systéme radiculaire adulte des
diverses espéces de caféiers et il ne me semble pas que 'on puisse
indiquer actuellement quel caféier, de l'arabica ou du robusta ni méme.
des ercelsoides présente le meilleur développement dans ce domaine.
Limportance de ce caractére mériterait peut-étre que I'on tente d'obtenir
quelques précisions a ce sujet. Deux indications apparaitraient ici: le
cafrier arabica posséderait le meilleur enracinnement vertical avec, dans le
méme temps, production d'un axe racinaire principal (10,8) deux fois plus
long aue le caféier robusta (5,0); cette derniére variété ne développerait
qu’un systeme radiculaire (5,7) moins ramifié et moins important que les
excelsoides (16,7) et I'arabica (16,5).
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Si l'on tient coripte maintenarnt des valeurs obtenuss aprés application
des traitementis 1.10™ et 1.10™, présents pour les quatre types de caféiers
dans les expériences précédentes, on remarquera que la stimulation qu'ils
entrainent ne modifie pas les constatations précédentes; j'ai déja signalé
en effet, que l'interaction «acide chlorogénique x variété» n'est pas
significative.

! s w | - & @ L
| 5p% 538 583 5.8 T8
" e 58 |2 aR | S88|858 | 3 F
Types de caféiers 5= B8 o T I s o=
a3 8| 8>|5aE |52, | B8
T35 |AEE |AgE(3 | 28

Valeurs pour le traitzment témoin sans acide chlorogénique
Robusta ....... . 55 3,6 50 | 5,7 10,5
Arabica.......o....l 58 3,0 10,8 16,5 16,5
Néo-Arnoldiana .....| 1.2 | 51 77 | 163 | 148
Excelsc voevnvnenna..| 9,7 5,6 9,3 17,0 19,0
Valeurs moyennes pour les traitements 1.167% et 1.107¢

Robusta «...........| 61 | 39 | 86 | 124 ) 147
Aribica...c.ooveenn. ’ 79 3,3 P 149 20,0 22,8
Néo-Adrnoldiana ..... 85 59 7.9 20,9 16,4
Excelsad ...covovvenns | 19,4 6,0 10,5 22,0 | 20,8

Tableau n’ 6: La présence d'acide chlorogénique dans le nilieu de
culture, a dcses relativement faibles, ne modifie pas les caractéres
morphologiques des embryons, qui annoncent ceux des plants aduites
pour les divers types de caféiers étudigs. (Les valeurs sont indigqués en
mm).

4.3. Evolution d'embryons de caféiers issus de graine immatures, en
présence de docses croissantes d'acide chlorogénique et d’'AlIA a la
concentration de 2.10°

Cette expérience qui concerne-le caféier excelsa comporte six répétitions
et six traitements constifués par six concentrations différentes d'acide
chlorogeéniques (purissiuni) dans ie milieu gélosé de culture: 0, 1.10°,
1.107°, 1.10™", 1.10"" et 1.10°. La croissance est suivie par la déterminations
des paramétres citées précédemment au bout d’'une cinquantaine de jours.
L'effet des traitements sur ces parametres apparait sur la figure n° 7
Iinterprétation statistique avec indicatiorn de la valeur caiculée de F
(SNEDECOR, 1934, 1946). de son degre de sigrnfication (asterisques) ot de
la plus petite différence aignificative entre deuy traitements a P = 0,05, est
donnée au tableau n° 7.
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Figure n° i. Eftets de crncentrations croissanites d'acide chiorogénique
dans ie milieu de cultLie: sur la croissance et le développement
d'embryons immatures de caféiers excelsa, en présence d'AlA a la
concentration de 2.10°°,

i. Hauteur totale ce embryon;

2. Hauteur de Faxe hypocoiylé et de la tige;

3. Longueur de la ragine ia plus longue;
4. Longueu: totale de racinges;

5. Diarnetre moyen d'un cotylédon; F = s
*** Trés largement significatit,

** Largement significatif.
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Si r'on considére le traitement 0, on remarque gu'en absence d'acide
chlorogénique, les embryons de caféiers excelsa mars ou immatures,,
provenant a des époques différentes de la méme population, grandissent 4
peu prés de la méme fagon pendant le méme laps de temps™ il y a en"effet
une bonne concordance pour la hauteur totate de 'embryon (19,0 et 19;5.
mm), pour la hauteur de I'axe hypocotylé (9,7 et 9,7 mm), pour la hauteur
de 'axe circulaire principal (9,3 et 9,0 mm), pour la longueur totale de
racines (17,0 et 14,C mm) comme pour le diamétre moyen d’'un cotylédon
(5,6 et 5,0 mm), entre I'expérience précédente (Tableau n° 4, excelsa,
traiternent 0) et celle-ci {Tableau n° 7, figure n® 1), (Photographies C E,
F).

Cette concordance veut dire que, si I'embryon de taille normale et
achevée mais encore immatire présente des potentialités de développe-
ment plus complétes que I'embryon & maturité, ces potentiaiités ne se
sont pas révéiées ici, en absence d'acide chlcrogénique. Par contre, ces
potentialités de I'embryon immature sembleraient révélées par les
traitements 1.10, 1.10” et 1.10™ pour lesquels on obtient une meilleure
croissance ici, que dans |'expérience précédente. C‘étté‘reflnarque parait
compatible avec les considérations deja émises au sujet de:l'influence de
Page des semences sur la germination et la croissance He I'embrycn:
celui-ci, en effet, subirait en vieillissant, et dés la maturation, des
modifications irréversibles conduisant en quelgues semaines a ia perte du
pouvoir germinatif. .

4.3.1. Stimulation de la croissance des embryons immatures de caféiers excelsa par
des concentrations de 1.10° 2 1.10" d’acide chlorogénique dans le milieu de
culture, en présence d’AlA )

En présence 4'A'A, Dour ia hauteur totale de 'embryon (paramétre 1), une
stimulation os la croissance ‘Figure n° 1. ). significative par rapport du
témoin (Tableau r” 7), apparait nettemert pour ‘es traitements 1.i0°,
1,107 et 1,19 qui ne sont pas significativament diftérents entre eux. It en
est exactem=ant de niéme pour la hautsur de 'axe hypocolylé et de ia tige
{parametre 2). Le méma fail se retrouve pour la iongueur gde 'axe racinaire
fpataméire ) comne pour !a longueur tutale du systéme radicilans
watanelie 40 ta shimuiatior st toutetois lagérement insuitisante pour
que les valeurs correspondant au traitement 1107 soit significativerment
différentss de ceiles reiatives au traitevent sans acide chlorngénique. On
s trovve «ussi dans ce dernier cas. pour le diaméire moyer d'un
CCrylddon focarameétre 3; Le stimulation de la croissance parait dong ici
certaine pour ies traitements 1907 et 1107 il y a toujours d:fférences
significative,s avec le témowmn pour ces deux objets; cette stiunulation
come.ange avec la concentration de 1107 d’acide chlorogénique dans le
mitiew (différences significatives pour Geux parametres siur cing, s'appro-
chant au seull de signification pour ies trois autres-. 1l resulte de ceci que
lac:ce chiorogénmiqus oe la graine peut, a ool d'autres rdles, avoir un
effet pesitic au moment de la germinsticn.
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Trait. 0 |110-%|1.10-5[1.10-¢| 1.10-3| 1,10-2
Trait. |M M| 195 | 268 | 283 | 29,7 | 10,2 | 4,7
1107, 47 + |+ + T
1.10-...| 10,2 + + |+ ' +_‘ F — o7ere
L10-¢..| 297 + — — | pPDS = 5,7
1.10-%...” 283 + —
1.10-e... 26,8 + Paramétre 1 : Hauteur totale en milli
metre.
0..... 95 | Del,embrym_‘e
Trait. 0 |1.10-%)}1.10~5| 1.10-¢| 1.10-2 1.10-=‘
Trait. |M M98 | 142 | 152 | 158 | 52 | 22
1.10-7 .. 2,2 + + + + —
1.10-s . 5,2 + + + + | F=89"""
Jd0-4...F 158 + — | = | PPDS =54
110-%...| 152 + - T
1107 - 142 — ‘Paramétre 3 : Longueur en millimétre
0 9.8 l de Paxe racinaire (racine la plus longue).
Trait. 0 |1.10-¢|1.10-%| 1.10-¢] 1.10-*| 1.10-»
Trait. |M M 50 | 63 | 7.2 | 96 | 53 [ 19
Li0-*...| 19 + + + + U+
1.10-3 .. 53 — =+ |+ [F=17"*"
L10-¢...| 96 + + + | PPDS =18
1.10-%...] 172 + —
L10-¢...] 63 — . -
0 ... 50 ‘ ) P:zramétre 5 : Diamétre moyen en milli-
i métre d’un cotylédon.
Trait. | 0 ]1.10-¢|110-5]1.10-¢ 1.10- 3~|| L10-2
B vl (v R I R R T SR ¥ S
LR P I O RS U T R
LGS T T | e R e
116~ ... 138 | 4+ - — | PPDS =21
L107Y ... Hzi_v =1
ek T e .
: : S papapeitre 7 Famteur en millimétre de
b - J Pzxe hypocotylé et de la tige.
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Trait. | O |110-%| 1.10-%|110-4|1.10-*| 1.10-¢
Trait. (M M| 140 | 39,3 | 458 | 478 | 8,0 2,2
1.10-¢ .. 2,2 — + + + —
110-% .. 8,0 _ + + + [F=6"
1.10-¢... 478 + — — | PPDS =258
110-8... 45,8 + —
110-s... 39,3 —

0 1.0 Paramétre 4 : Longueur totale en milli-
. ; .métre du systéme radiculaire.

Tableau n° 7: Signification des différences entre paramétres rendant
compte de la croissance des embryons immatures de caféier excelsa,
soumis a des concentrations croissantes d'acide chlorogénique dans le
milieu de culture, en présence d'AlA (2.107).

+ = différences significatives entre deux traitements;

— = différences non significatives.

4.3.2. Inhibition de la croissance des embryons immatures de caféiers excelsa par
des concentration de-Fordre de 1.10 * d’acide chlorogénique dans le milieu de
culture, en présence’ d’AlA

Pour tous les paramétres considérés, sauf la longueur totale du systéme
radiculaire, |les valeurs atteintes pour les traitements 1.10 ' sont significati-
vement inférieures a celles qui correspondent eu témoin: il y a inhibition
de la croissance des embryons a cette concentration élevée de depsides
caféyi-3 quinique dans le milieu de culture. Il en est de méme pour le
traitement 1.10” pour lequel Fembryon ne subit pratiquement pas de
développement. 1l n'y a pas de différences significatives entre ces deux
traitements.

4.4. Les fortes concentrations en acide chlorogéniques (1.10 * du milieu
de culture provoquent, en présence d’AlA, Uapparition de «tumeurs» au
niveau racinaire

Une production importante d’embryons croissant, en présence d’AlA, sur

el St iR L Ao catin o de 1100 sn aoico
- Y N p e PP - ~ 5 rym e <

Chilore e Sympe 2 aGal=s Des embryoos

moniy
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el F: Effets de concentrations creissantes d'acide
c ot [} dans le milisu de culture, en préssence
cieissancs et le déveinppement d'embryong de

O pasier exceiss £ =0, b= 110 o= 07 d= 110" 2 =110
- 1) raféler ndo-arncidiana, 1907

- E caféier excelsa, a = 3 b=1107 . e =115 ¢=1.10"; 2 =110,
f=110"7;

- F. caféier gxcelsy, & = L. b=1190"" ¢=130 ; d=1.10";
on remgrouera le raccourcissement et 'épaississement des racines
proyoqués par le traitement 3 1.107; on remarquera linhibition totale de
la creissance entrainge par le traitement 1.107
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Ces «tumeurs» app‘;a.'aissent surtout chez les excelsoides, sur embryons
mirs comme sur embryons immatures. De formes grossiérement cubique
ou isodiamétrique, kelies peuvent étre assez grosses et atteindre des
dimensions de P'ordre de 5 & 6 millimétres en hauteur comme en épaisseur
chez le caféier néo-arnoldiana ou méme un peu plus grandes chez le
caféier excelsa. Ces|dimensions sont inférieures chez le caféier arabica
pour lequel le traite(ment 1.10” n'a d'ailleurs pas pu étre appliqué. Ce
phenomeéne est beaucoup moins net chez le caféier robusta, du moins au
cours de ces expériances.

Les pourcentages d'dpparition de ces «tumeurs» dans les différents cas
étudiés, figurent au tableau n°® 8. Pour le traitement 1.107, la racine ne
subit pratiquement aucun développement mais prend ['aspect brun et
parfois un peu granuleux correspondant & ces massifs celiulaires. On
compte un certain nombre de «tumsurs» dés le traitement 1.107”, sans
que les racines dlsparaissent pour autant. Ainsi, I'effet stimulateur de ce
traitement sur la croissance des cotylédons, de I'gxe hypocotylé et des
racines s’accompagne d’autres manifestations moins positives; on atteint
la probablement la limite supportable par les embryons pour le taux
d'acide chlorogénique dans le milieu. )

Bien qu'ayant pu les fixer et les inclure dans la paraffine, selon les
méthodes habituelles, je n'ai pas disposé du temps nécessaire pour
examirer I'organisation interne de ces massifs cellulaires.

£05

| 558

Embryons 4 maturité des caféiers : "E ‘ET‘ ]

Acide chlorogénique o £8

dans le milieu -

Néo- _ )

Robusta | Arnol- | Excelsa | Arabic@| Exceisa

diana -

P.100 | P.100 | P.100 | P. 100 | P. 160
0 0 0 0 0 0
110~ ....... 0 0 0 0 0
1.10-5 ....... 0 0 0 0 0
1.10~e ....... 0 20 45 30 38
1L10-3.......| 10+ 60 88 65

" -

Tableau n° 8: Apparition de «tumeurs» au niveau racinaire, en présence
d’AlA, pour les fortes concentrations du milieu en acide chiorogénique
(* = peu net).

213



5. CONCLUSIONS

La mise au point d'une méthode d'isolement et de culture in vitro
d'embryons de caféiers ccnstitue le prenier acquit de ces travaux.

Devant la fragilité et la taille réduite de cet embryon enfoui entre les
couches de I'albumen trés dur du grain de czfé mur, la reussite dans ce
domaine apparaissait comme aléatoire.

On signalera quelques résultats méthodologiques décisifs.

- tout d’abord, le traitemeni gui répond ie mieux a la nécessité de
désinfecter la graine consiste en «un trempage dans {'éthanol a 95° GL
durant trois minutes, aprés epplication d'un vide de 30 millimétres de
mercure pendant une minute, suivi d’'un second trernpage de cing minutes
dans {'hypochiorite de calcium (200 degrés chlotomeétriques) ».

-—- ensuite, la pussibilité d'utiliser des graines de tailie adulte mais encore
immatures facilitera 'isolement de I'embryon.

Il convignt de noter gu'au passage, ces expériences élablissent que la
perte rapide du pouvoir germinatif du grain de café provient non
seuiement d'une éventuelle modification binchimique défavorable de
lalbumen, mais aussi d'une évolution négative, trés probable, de
lermbryon lui-méme,

En tout cas. I'étude de ces changements, survenant chez 'embryen dans
les quelques semaines qui suivent la récolte, apparait maintenant possible
en cu'ture in vitro et en absence de i'albumen

Pour en arriver aux résuitats principaux de cette étude, ceriespon-iant aux
objectifs initialement {ixés, nous dirons que tro:s series de raits sont
nettement établis.

En premier, on peut affirmer que les ambryons des divers tvpes de
caféiers. mis en comparaison, réagissent de la méme fagon aux
concentirations croissantes dacide chiorogénique dans le muieu de
culture. En efiet, linteraction «variéetés X concentraiions en  acide
cniorogénique ~ n'est jamais significative

La secondea serie de faits montre gue 'effet « variéwés » est significatif. Des
'2s premiers stades de développement de 'embryon, on constate que las
catéiers sxcelsoides, qui deviendront des arbres, présentent vn meilleur
cevelopperment de 'appareil végetatif aerien que les caféiess robusta et
méme erabica, qui resteront des arbustes. De plus, I'axe racinaire vertical
&t principa!l du caféier arabica croitrait plus rapidement que celui des
autres caféiers, conférant & cette espéce un avantage certain. Enfin, le
ceféier robusta ne possederait gu'un systéme racinaire meins ramifie. Une
étucie de l'enracinement des divers types de caféiers parait souhaitable.

i ressort, sans aucun doute. de la troisigme et derniere série de faits, que
i offet «traitement» est aussi signrificatif, c'est-a-dire que, en présence
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d'AlA, les doses croissantes d’acide chlorogemque dans le milieu de
culture provoguent:

— d'une part, une stimulation de la croissance de I'embryon de caféier
aux doses de 1.10° a 1.10™ et,

-— d'autre part, une inhibition de cette croissance débutant pour des
doses de 1.10” puis devenant totale & la concentration de 1.107".

Ainsi, l'acide chlorogénique aurait une action sur la croissance des
embryons de caféiers. Cette action peut étre attribuée, ici, au rdle
protecteur de l'acide chlorogénique vis-a-vis de lauxine, rdle qu'il
exercerait par intermédiaire de son action inhibitrice sur 'activité auxine-
oxydasique.

It reste a vérifier maintenant 'existence d’'une éventuelle action spécifique
de lacide chiorogénique sur la croissance. La recherche de cette
éventuelle action directe du depside fait 'objet de mes travaux actuels.
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