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RESUME

L’élevage des vitroplants de palmier a huile (Elaeis guineensis Jacq.) pour les amener au stade de plants
plantables comprend une phase préliminaire délicate. Il s’agit du sevrage, qui a pour but de les acclimater
aux conditions naturelles. Cette étape n’excede pas trois a quatre semaines. Malgré la mise au point de
nouvelles conditions de sevrage plus adaptées, I'on enregistre des pertes résiduelles augmentant ainsi
le coit de production de vitroplants. Pour y remédier, les facteurs qui influencent une bonne reprise en
acclimatation ont été recherchés a partir de 70 000 plants sortis des tubes d’enracinement. A la fin de 3
semaines de sevrage, les plants vivants ont été comptés, puis les pourcentages de reprise pour chacune
des 81 combinaisons constituées de plants ont été calculés. Le pourcentage moyen global de reprise a
été d’environ 90 % pour I'ensemble des combinaisons. Néanmoins, les résultats sur plusieurs sorties ont
mis en évidence une influence significative de la qualité morphologique des plants enracinés. La reprise
dépend fortement du développement foliaire, notamment la taille des plants racinés. La bonne qualité des
racines produites in vitro concourt aussi au succes de la reprise en I'acclimatation, mais ce facteur n’est
pas déterminant. Le nombre de racines est sans effet notable, mais interagit avec les deux autres variables.
Les plantules ayant enregistré un bon développement foliaire et racinaire (Groupe A), celles moyennement
bien développées (Groupe B) ainsi que celles faiblement développées ont exprimé respectivement 97 %,
91 % et 77 % de taux de reprise. Le taux de reprise global des plants transférés en sol était de 92 %, grace
a une méthode de sevrage simple qui assure, pendant 3 a 4 semaines, une adaptation progressive des
plants aux conditions naturelles et qui regroupe les plants en classes de racines.

Mots clés : Culture in vitro, palmier a huile, enracinement, sevrage, taux de reprise.

ABSTRACT

FACTORS INFLUENCING THE RECOVERY DURING THE WEANING STAGE OF THE OIL PALM RAMETS REGENERATED
VIA SOMATIC EMBRYOGENESIS

Raising in vitro plantlets of the oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) regenerated via somatic embryogenesis
to the stage where they are ready to be planted includes preliminary delicate phase - weaning - which is
intended acclimatize them to natural conditions. This stage doesn’t exceed 3 to 4 weeks. In spite of the
development of new conditions of weaning more adapted, we note residual losses increasing the production
costs of to ramets. To remedy there, the factors influencing a good recovery in acclimatization of oil palm
vitroplants regenerated by somatic embryogenesis were investigated using 70,000 plantlets taken out from
rooting tubes. Three weeks after the weaning, the alive plantlets were scored, and then the percentages of
recovery for each of the 81 plants combinations were calculated. The total average percentage of recovery
was approximately 90 %. Nonetheless, the results observed on several outlets showed a significant
influence of the morphological quality of rooted plantlets. The recovery strongly depends on the leaf growth,
in particular the height of rooted plantlets. The good quality of roots produced with in vitro culture also
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contributes to the success of acclimatization, but this factor is not determining. In contrast, the roots number
does not influence acclimatization, but is correlated with two other variables. Plantlets with good leaf and
root growth (Group A), those fairly grown (Group B), as well as those weakly grown (Group C) expressed a
success rate of 97 %, 91 % and 77 %, respectively. The overall rate of recovery of plantlets transferred in
ground was 92 %, thanks to a simple method of weaning which provides for 3 to 4 weeks, a gradual adaptation
of plantlets to natural conditions and which clusters the plantlets in root clusters.

Keywords : In vitro culture, recovery rate, somatic embryo-derived plantlets, rooting, recovery percentage,

weaning.

INTRODUCTION

L’étape de transfert des vitroplants en conditions
naturelles, appelée aussi le sevrage ou
l'acclimatation (Dustan et Turner, 1984), a été
définie comme un processus contrblé par
’homme pour adapter un organisme a un
environnement donné (Brainerd et Fuchigami,
1981). C’est la derniére étape de tout procédé
de micropropagation végétale. Elle doit étre
maitrisée car ala sortie du tube d’enracinement,
le vitroplant a déja une valeur économique
importante (Kozai, 1991).

L’acclimatation est nécessaire car le matériel
végétal dans le tube a essais est dans un
environnement d’hygrométrie voisine de 100 %
qui n’est pas adapté aux conditions naturelles.
Les vitroplants régénérés in vitro restent
sensibles a une diminution trop brusque de
I'humidité relative. C’est pourquoi, une méthode
de sevrage adaptée aux vitroplants de palmier a
huile a été mise au point pour limiter les pertes
de transfert. En effet, des pertes pouvant
atteindre jusqu’a 50 % des vitroplants de palmier
a huile transférés au sevrage ont été enregistrées
avec le protocole d’acclimatation mis au point
par Ahée et al. (1981). Ces pertes jugées trop
élevées, étaient essentiellement liées aux
difficultés de maitrise des conditions physiques
d’environnement du transfert en condition
naturelle. Ainsi des conditions de sevrage plus
adaptées aux plants avaient été définies
(Konan et al., 1989 ; Wuidard et Konan, 1989).
Malgré F'amélioration des conditions de sevrage,
le taux de reprise des vitroplants n’atteignait pas
plus de 85 %. Or dans notre systéme de
micropropagation du palmier a huile, le colt de
régénération du vitroplant enraciné reste encore
élevé. Il a été estimé a 10 fois le prix de la graine
germée de palmier a huile a cause du co(t élevé
des charges de production (Konan, 2011).
Celles-ciincluent plusieurs niveaux de dépenses
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dont les charges d’achat des consommables
chimiques importés et de I'énergie électrique
nécessaire au maintien des salles de culture a
la bonne température et aux conditions requises
de lumiere et d’hygrométrie. Dans le but de
réduire les colts de production en
micropropagation végétale, des tentatives
d’adaptations de protocoles par des alternatives
moins colteuses ont été rapportées ailleurs :
Ananas comosus (Be et Debergh, 2006),
Vetiveria zizanioides L. (Be et al., 2008).
L’impact négatif des pertes résiduelles sur le
colt de production des vitroplants de palmier a
huile a donc conduit notre laboratoire a orienter
les études du sevrage vers la recherche de plants
potentiellement aptes a supporter les stress du
transfert. L’influence de différents facteurs de
développement des vitroplants, sur leur reprise
a donc été étudiée. Chez beaucoup de végétaux,
I'implication des feuilles et des racines
développées in vitro surla réussite au sevrage a
été souvent mise en évidence (Marin et Gella,
1987 ; Karhu et Ulvinen, 1995 ; Diaz-Pérez et
al., 1995 ; Youmbi et al., 2005 ; Mazinga et al.,
2014). Cette étude a donc été initiée pour évaluer
et comprendre I'impact de ces facteurs sur le
comportement des vitroplants de palmier a huile
sortis de I'in vitro.

MATERIEL ET METHODES

L’influence sur la réussite du transfert des trois
groupes de plants racinés ou classes de racines,
distingués a leur sortie des tubes
d’enracinement par la présence ou non de
racines secondaires (plants enracinés de la
classe « A », « B » et « C») a d'abord été
testée et I'évolution des pertes en fonction du
temps a été suivie. L’influence sur la reprise,
d’autres facteurs comme le nombre de racines
et la taille des plants a leur sortie du tube
d’enracinement, a été évaluée ensuite.
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MATERIEL VEGETAL

Prés de 70 000 pousses feuillées enracinées
appartenant a 62 clones différents ont été
utilisées. L'isolement des pousses feuillées pour
I'enracinement (Figure 1 A) a été réalisé aprés
24 a 36 semaines de conversion des massifs
de souches polyembryoniques préalablement
placés dans des bocaux sur un milieu de
germination enrichi en saccharose (Konan et al.,
2006). L’opération d’isolement a consisté a
détacher manuellement, une a une, al'aide d’'un
scalpel, les pousses feuillées assemblées en
touffe de plants caractérisés par des niveaux de
développement morphologique différents. A
l'isolement, les pousses feuillées ont présenté
différents stades de développement et ont été
d’aspect morphologique hétérogene. Seules les
plus développées, avec une taille dépassant 5
cm ont été utilisées. Certaines pousses feuillées
pouvaient atteindre jusqu’'a 10 a 12 cm, mais
cela dépend de la durée de I'étape de
callogenése.

CONDITIONNEMENT ET METHODES DE
TRANSFERT DES VITROPLANTS AU
SEVRAGE

Conditionnement du matériel végétal

L’enracinement a été fait dans des tubes a
essais en enfongant les pousses feuillées dans
le milieu de culture a environ 2 centimétres
(Figure 1 B) et cette étape a eu lieu en salle de
culture a une température de 30° C = 1. Un
éclairement de 40 yEm-2 s2(12 heures par jour)
a été requis. L’humidité relative des salles
d’enracinement a été de 50 £ 5 %. L'étape de
I'enracinement in vitro des pousses feuillées a
duré 12 semaines.

Préparation du transfert

Alafin de I'enracinement, les plants sont sortis
des tubes de culture avec précaution et lavés
abondamment a I'eau courante en prenant soin
de ne pas briser les racines (Figure 1 C). Toute
trace de milieu de culture a été éliminée, afin
d’éviter les contaminations par des micro-
organismes. Trois groupes de plants racinés
correspondant a des traits qualitatifs
caractéristiques des racines ont été distingués
(Figure 1 D, Tableau 1). Aucune classe n’a été
définie pour le poids des plantules. Ce facteur a
néanmoins été mesuré pour chaque plantule
quand cela a été nécessaire.

Transfert des plants au sevrage

La méthode d’acclimatation des vitroplants de
palmier a huile de Ahée et al. (1981) a été
adaptée a l'aide des travaux de terrain en Cote
d’lvoire (Konan et al., 1989 ; Wuidart et Konan
1989). Les plantules ont été repiquées dans le
sable mouillé en maintenant le pseudo-bulbe au
dessus de la surface du sol. Les vitroplants ont
éte repiqués par clone, en les mettant selon la
qualité de I'enracinement (Tableau 1). Une
classification plus fine de la qualité des plants
enracinés a été nécessaire, en tenant compte,
de la taille des pousses feuillées et du nombre
deracines (1, 2, 3 ou plus) développées par plant
aleur sortie des tubes d’enracinement (Tableau
2). La densité de repiquage a été de 400 plants
par m2,

L’étape de sevrage a duré 3 a 4 semaines et a
lieu sous ombriére en matiére plastique, filtrant
50 % de lalumiere. Les interventions humaines
se sont limitées a I'arrosage et aux traitements
phytosanitaires comme rapportés par Konan et
al. (1989) et par Wuidart et Konan (1989). lI n’y
a pas eu d’apport de fumure. Le sevrage a été
considéré comme terminé a 3 semaines.

Evaluation du sevrage

Le nombre de vitroplants vivants a la fin du
sevrage a permis de calculer le taux de reprise

au sevrage selon la formule suivante :
Nombre de plants vivants

% plants sevrés =
P Norbre total de plants transférés au sevrage

a) Etude de l'influence de la qualité de
I'enracinement des plants sur la reprise au
sevrage

Les plants mis au sevrage ont été regroupés
selon la qualité de leurs racines comme défini
précédemment : plants de classe « A « bien
racinés, plants de classe « B « moyennement
racinés et plants de classe « C « faiblement
racinés. Le taux global de reprise a été calculé
pour 62 758 plants, aprés 3 semaines de
sevrage.

b) Etude de l'influence de la taille du plant, du
nombre et de la qualité des racines développées
in vitro sur la reprise au sevrage

Trois facteurs morphologiques caractérisant le
plant enraciné ont été testés :

- la qualité des racines développées (« A »
«Br»et«C»);

Agronomie Africaine 27 (1) : 1 - 14 (2015)
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Figure 1 : Etapes d'enracinement et qualité des racines produites in vitro

Rooting stages and quality of roots produced in vitro

A) Isolement manuel au scalpel des pousses feuillées développées aprés 36 semaines de caulogenése pour leur enracinement

B) Enracinement in vitro des pousses feuillées isolées ;

C) Lavage a l'eau courante des traces de gélose sur les racines des pousses feuillées sorties des tubes d'enracinement pour leur
acclimatation en condition naturelle ;

D) Plants racinés in vitro regroupés par la qualité de développement racinaire - d1 : Plants racinés de type " A" - d2 : Plants racinés de type
"B "-d3 : Plants racinés de type " C "

Agronomie Africaine 27 (1) : 1 - 14 (2015)
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Tableau 1 : Caractéristiques morphologiques des classes de vitroplants a la fin de la rhizogenése

Morphological characteristics of vitroplants classes at the end of rhizogenesis

Classes ou Groupe de plantules Qualité du systéme radiculaire
développé in vitro

apres l'enracinement

Nombre de racines développées

1 a5 racines

Présence de racines secondaires

Longueur moyenne :
8 cm

Absence de racines secondaires

1 a 5 racines

Longueur moyenne :
3cm

A bien développées (> 1 cm)
bien développées
B
Pas de racines secondaires
C

1 a5 racines
Longueur moyenne :
1 cm

Tableau 2 : Définition des classes "tailles de plantules" a la fin de I'enracinement

Definition of "seedlings height"” classes at the end of rooting

Classes plantules 1 2

4 5 6 7 8 9

Tailles partie aérienne (cm) 4a6 6a8 8all

10412 12a14 14a16 16a18 18420 20 etplus

- le nombre moyen de racines émises (1, 2, 3
Racines et plus) ;

- la taille et le poids des plants a 9 niveaux de
taile: 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9.

Quatre vingt (81) objets ou combinaisons (3 x 3
x 9 = 81) de niveaux des 3 facteurs ont été
constitués (Tableau 3). Aucune classe n'a été
définie pour le poids du plant qui est cependant
mesuré.

Les plants ont été repartis entre ces
combinaisons et mis au sevrage. En pratique,
les 81 objets ne peuvent avoir un effectif de plants
identique. Ainsi, pour avoir un effectif de plantules
par objet a peu prés comparable, nous avons
utilisé un grand nombre de clones et de plants.
Au total 1765 plants provenant de 13 clones ont
été utilisés pour I'étude. A la fin du sevrage, les
plants vivants ont été comptés et les
pourcentages de reprise par combinaison
calculés.

ANALYSES STATISTIQUES

Au sevrage, la comparaison de la reprise des
plants selon les trois qualités des racines
(Classe A, B et C) a été réalisée par une analyse
de variance apreés transformation angulaire des
proportions. La probabilité de reprise des plants
au sevrage en fonction des facteurs considérés
(qualité et nombre de racines, taille et poids du
plant) a été modélisée a 'aide d’'une régression
logistique par la procédure NL Mixed du
Statistical Analyse System (SAS Institut, 1999).
Les données modélisées ont été soumises a
une analyse de variance. Pour toutes les ANOVA
réalisées, lorsqu’une différence a été significative
(au seuil de 5 %), le test de Newman et Keuls a
été réalisé pour séparer les moyennes. Les
corrélations entre variables (facteurs
morphologiques de la reprise) et le niveau de
survie des plants au sevrage ont été traitées par
une technique d’analyse multivariée : 'analyse
en composantes multiples (ACM) (Dagnelie,

Agronomie Africaine 27 (1) : 1 - 14 (2015)
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Tableau 3

: Constitution des 81 objets ou combinaisons (3 x 3 x 9 = 81) de niveaux des 3 facteurs.

Constitution of 81 combinations (3 x3 x 9 = 81) to 3 factor levels.

Classes Qualité

; A B C
des racines
Nombre de o2 3 1 23 23
Racines
Classes Taille

! All A21 A31 BI11 B21 B31 BIll B21 B3l
2 Al2 A22 A32 B12 B22 B32 BIl2 B22 B32
3 Al3 A23 A33 B13 B23 B33 BI3 B23 B33
4 Al4  A24 A34 Bl4 B24 B34 Bl4 B24 B34
> Al5 A25 A35 BI15 B25 B35 BI5 B25 B35
6 Al6  A26 A36 Bl6 B26 B36 Bl6 B26 B36
7 Al17 A27 A37 B17 B27 B37 Bl17 B27 B37
8 Al18 A28 A38 BI18 B28 B38 BI8 B28 B38
? Al19  A29 A39 B19 B29 B39 BI19 B29 B39

1975). Cette méthode d’analyse a pour objectif
de condenser I'essentiel des informations
apportées par les variables observées, pouvant
étre inter-corrélées en un nombre restreint de
variables synthétiques et indépendants. Ces
derniéres conduisent a visualiser avec un
minimum de déformation les variables observées
dans une expérimentation donnée. Les résultats
sont exprimés sous forme de graphes (plans
factoriels) ou sont projetés les individus et les
variables observées.

RESULTATS

Influence de la qualité de
I’enracinement des plants sur la
réussite du sevrage

Le taux moyen global de reprise a été de 92 %
pour toutes les qualités de racines confondues,
avec une variation de 90 % a 94 %. Les
différences de comportement entre les 3 groupes
de plants racinés « A «, « B « et « C « sont
hautement significatives. Les plantules du
groupe racinaire « A « (97 %) et « B « (91 %)
ont eu les meilleurs taux de reprise de plants
sevrés. Ces taux ne sont pas statistiquement
différents. Les plants du groupe « C « onteule
plus faible taux de reprise avec 77 % de plants
sevrés (Tableau 4).
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Influence combinée de la taille du plant
et du nombre de racines développées
sur la reprise au sevrage

Effet de la taille du plant

La reprise des plants au sevrage a été tres
significativement dépendante de la taille de la
plantule (p < 0.0001). On a observé 27 % de
reprise pour les plants de taille inférieure a 8 cm
(classe taille 2) et plus de 80 % pour les plants
de plus de 14 cm (classe taille 6 a 9) (Tableaux
5 et 6). Le développement foliaire du plant a été
donc un facteur déterminant de la reprise. Ceci
veut signifier que les plants qui ont développé
des racines de faible qualité a la fin de
I'enracinement (classe C) et qui réussissaient
au sevrage sont ceux qui ont un bon
développement foliaire (grande taille). Al'inverse,
les plants qui ont enregistré un bon
développement racinaire (classe A) et qui ne
survivaient pas au sevrage, sont ceux de petite
taille (< 14 cm).

Effet de la qualité des racines du plant

La qualité des racines développées a eu une
influence significative surlareprise. On a observé
80 % de reprise au sevrage pour les plants
racinés de qualité «A» et 70 % pour les «B» et
«C» (Tableau 7). Cet effet qualité des racines
sur la reprise est confirmé encore dans cet essai,
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Tableau 4 : Pourcentage de reprise des plantules 3 semaines aprés sevrage.

Recovery percentage of seedlings 3 weeks after weaning

N° et date de sortie

Effectif Plants Effectif plants

des plants au sevrage Nbre de clones Grpe de mis au sevrage vivants fin du % plants
plantules | vivants
ato sevrage

Sortie n° 1 A 665 4527 97
(Mars 1986) 34 clones B 4103 3815 93

C 1044 884 85
Total 9812 9226 94
Sortic n° 2 A 4253 4060 95
(Juillet 1986) 7 clones B 3670 3238 88

C 672 573 85
Total 8595 7871 92
Sortic n° 3 A 6731 6510 97
(Décembre 1986) 10 clones B 5450 4854 89

C 1242 727 59
Total 13423 12094 90
Sortie n° 4 A 15412 14905 97
(Janvier 1987) 25 clones B 11200 10377 93

C 4316 3402 79
Total 30928 28684 93

A 31061 30002 97 a
Total sorties B 24423 22287 91 a

C 7274 5586 77b
Total 62758 57875 92

F=13,57
Prob = 0,002

quoique dans cette expérience, les taux de
reprise des plants « A « et « B « soient
statistiquement différents.

Influence du nombre de racines

Le nombre de racines du plant n’a pas
d’influence significative sur la reprise, mais ce
facteur interagit, en moyenne, avec les deux
autres facteurs (Tableau 8).

Corrélation entre facteurs et individus

Un diagramme de dispersion dans lequel
apparaissent, dans chacun des 4 variables
observées (qualité des racines, nombre racines,
taille des plantules et le niveau de survie), les
points représentatifs des individus observés a
été établi (Figure 2).

Le comportement des objets peut étre décrit par
deux facteurs (axe 1 et axe 2) quirendent compte
respectivement de 11,15 % et 9,77 % de la
variation totale.

Sur le premier axe (axe 1), on peut retenir qu’il
y a une opposition trés nette entre les niveaux
de survie GG6 /GG5 /GG4 et GG1 (trés fort
niveau de survie et trés faible niveau de survie).
Il y a opposition entre les modalités extrémes
et les modalités moyennes. La figure 2 montre
également que les niveaux de survie se
répartissent autour d’'une parabole. Les classes

de taille se répartissent sur la méme courbe.
Ce qui montre bien qu’il y a un lien étroit entre
la taille et le niveau de survie. Les individus de
grande taille (T9, T8, T7, T6 et T5) sont trés liés
a GGG (tres fort niveau de survie). Les individus
de petite taille (T1, T2) sont tres liés a GG1
(faible niveau de survie). Les individus de taille
moyenne (T3 et T4) sont, quant a eux, associés
aun moyen niveau de survie.

Pour ce qui concerne la qualité des racines, on
voit sur 'axe 1 que les objets a enracinement «
A « ont un bon niveau de survie, ils sont liés a
GG6. Par contre, pour les objets « B « et « C «
qui sont trés liés entre eux, la survie peut étre
moyenne ou faible.

Dans le deuxiéme axe (axe 2) on note que tous
les objets a 1 racine (1 R) ont un niveau de survie
autour de GG2 et GG3. Pour les plants a 2
racines (2 R), des individus peuvent aussi bien
avoir un bon niveau de survie qu’un niveau de
survie trés faible. Les individus a 3 racines sont
projetés sur 'axe 1 avec une mauvaise qualité
de représentation.

La figure 2 confirme effectivement que le facteur
intervenant dans la reprise des plantules est la
taille des plantules au sevrage. Les individus de
grande taille, quels que soient la classe et le
nombre de racines, sont trés liés a GG6 et
GG5. En revanche, tous les individus de petite

Agronomie Africaine 27 (1) : 1 - 14 (2015)
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Tableau 6 : Reprise des plants en fonction de Ia taille au sevrage

Recovery plants according to the height at the weaning

%:la?lslizs Pourcentage de reprise
T1

T2 26,56 ¢
T3 52,78 b
T4 66,92ba
TS 77,80 a
T6 86,42 a
T7 89,13 a
TS 82,48 a
T9 86,70 a
P < 0,001

Khi> = 98,76

Tableau 7 : Reprise des plants au sevrage en fonction de la qualité des racines

Recovery of plants at the weaning according to the roots quality

Classes racines Pourcentage de reprise

Classe A 79,95 a
Classe B 71,82 b
Classe C 70,18 b
P=0,0219
Khi? = 7,64

Tableau 8 : Nombre de racines a la reprise des plants aprés le sevrage

Roots number at recovery after weaning

Sources de variation DDL Khi? PROBA
Nombre de Racines 2 1,76 0,4158
Nombre Racines x Classes Racines 4 13,41 0,0095
Nombre Racines x Classes Taille 14 32,32 0,0036
Classes racinesx Classes Taille 14 10,37 0,7353
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Figure 2 : Plan de projection des modalités des variables de niveaux des niveaux de survie des vitroplants
au sevrage par l'analyse des correspondances multiples (ACM).

Projection pattern of ramets survival variable's levels at weaning stage by multiple correspondence

analyses (MCA).

taille, quels que soient la qualité et le nombre
de racines, sont liés a GG1. La qualité et le
nombre de racines interviennent, mais moins sur
la reprise en acclimatation. La bonne qualité des
racines participe a une bonne reprise.

Le lien trés étroit qui vient d’étre montré entre la
reprise en acclimatation et la taille des plantules
alafin de I'enracinement (sortie du tube) existe
entre le poids et la reprise.

DISCUSSION

Le taux de reprise moyen de 90 % de plants
sevrés dans nos conditions d’acclimatation
confirment ceux d’autres équipes travaillant sur
le sevrage des vitroplants de palmier a huile
(Ginting et Fatmawati, 1995 ; Tan et al., 1999).
Cette confirmation démontre finalement que le
palmier a huile est une espéce dont le sevrage
des vitroplants ne constitue pas un handicap
majeur, comparée a d’autres plantes issues de

Agronomie Africaine 27 (1) : 1 - 14 (2015)

micropropagation (Hayashi et Kozai,
1987 ; Montéuus et Bon, 1987 ; Preece et Sutter,
1991 ; De Riek et Van Huylenbroeck, 1994 ;
Van Huylenbroeck, 1994 ; Van Huylenbroeck
et Debergh, 1996b).

En effet, durant I'acclimatation, le plant doit
s’adapter aux nouvelles conditions
d’environnement comme la faible humidité
relative du milieu naturel, la forte intensité de la
lumiére du jour, les fluctuations de la température
(Preece et Sutter, 1991). La non maitrise de ces
facteurs environnementaux peut affecter la
reprise a l'acclimatation (Brainerd et Fuchigami,
1981). La qualité intrinséque du plant produit in
vitro semble étre véritablement le facteur le plus
important qui influence la réussite au sevrage
(Van Huylenbroeck, 1994 ; Van Huylenbroeck
et Debergh, 1995).

Nos résultats ont mis en évidence l'influence
positive de la qualité morphologique des plants
racinés sur le succés au sevrage. La reprise
dépend fortement du développement foliaire,
notamment la taille des plants. La bonne qualité
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des racines produites in vitro concourent aussi
a la reprise a l'acclimatation. Le nombre de
racines est sans effet notable, mais interagit
avec les deux autres facteurs. Les plantules
ayant un bon développement foliaire et racinaire
(Groupe A) ont un taux de reprise de 97 %,
celles moyennement bien développées (Groupe
B), ont un taux de 91 % de reprise, les plantules
du groupe C, elles, réussissent a 77 %.

L'implication des feuilles et des racines
développées in vitro sur la réussite au sevrage a
été aussi observée avec d’autres plantes telles
que Prunus cerasus L (Marin et Gella, 1987),
Malus domestica Borkh (Karhu et Ulvinen, 1995),
Malus pumila (Diaz-Pérez et al., 1995). Chez
les végétaux, il est connu que les feuilles et les
racines sont les sieges d'importantes fonctions
dont la photosynthése et la régulation
stomatique et que les racines interviennent dans
le transport de I'eau et I'absorption de
nutriments. Grout et Aston (1978) ont attribué
aux structures anatomiques de la feuille obtenue
in vitro, une fonction de réserve nutritive qui
permet a la plante de réduire ses stress lors de
son transfert. Les pertes des plants sont souvent
attribuées a des causes liées aux dysfonction-
nements morphologiques, anatomiques et
physiologiques provoqués par I'environnement
in vitro (Dunstan et Turner, 1984 ; Preece et
Sutter, 1991 ; Ziv, 1991 ; Desjardins, 1995).

Chez le palmier a huile, contrairement a
certaines espéces ligneuses (Boulay, 1985 ;
Monteuuis et Bon, 1986), , les racines et les
feuilles formées in vitfro ne dégénérent pas
pendant le déroulement du sevrage. Elles
poursuivent leur croissance et leur
développement. Nous n’avons pas réalisé
d’étude histo-physiologique sur les plants, a leur
sortie du laboratoire, pour évaluer I'état
fonctionnel des feuilles et des racines. Toutefois,
la mise en évidence d'une activité
photosynthétique précoce observée in vitro sur
les jeunes pousses en développement, au cours
des premiéres semaines du débourrement (Rival
et al., 1997a), semble indiquer que les plants
ont acquis un niveau d’autotrophie suffisante a
leur sortie du tube d’enracinement. Les grandes
feuilles supposées avoir de grandes surfaces
foliaires, seraient le siege d’'une intense activité
photosynthétique. De plus, sur ces feuilles, la
densité de stomates serait plus importante que
sur les autres feuilles. Le saccharose utilisé a
forte concentration dans le milieu de culture a
contribué significativement a améliorer le
métabolisme général des pousses feuillées et

ceci s’est traduit par I'obtention de plants plus
vigoureux dont I'enracinement subséquent était
toujours meilleur. Le bon niveau de survie des
plants racinés de grande taille, serait la
conséquence de l'effet des milieux enrichis en
saccharose (45 g/l en caulogenése et 60 g/l en
enracinement), nécessaires au processus de
régénération du palmier a huile. Des résultats
similaires de I'impact positif des fortes
concentrations du saccharose ont été aussi
observés pendant le sevrage des vitroplants de
rosier et de pommier (Capellades et al., 1991 ;
Karhu et Ulvinen, 1995) et ceci a été attribué a
accumulation de 'amidon et de sucre comme
une source de réserve nutritive ou énergétique
(Van Huylenbroeck et Debergh, 1996b). Chez
d’'autres espéces, la relation «forte concentration
de sucre du milieu et reprise en acclimatation»
n’a pas été formellement établie, mais la forte
influence des doses élevées de saccharose
améliore progressivement la performance
photosynthétique des vitroplants au cours du
sevrage (Desjardins, 1995 ; Karhu et Ulvinen,
1995; Van Huylenbroeck et al., 2000).

Concernant l'influence de la qualité des racines
obtenues in vitro sur I'acclimatation, elle est
associée a un bon niveau de survie chez le
Douglas (Mohammed et Vidaver, 1990). Les
racines constituent pour les vitroplants
de microboutures du jasmin d’Asie
(Trachelospermum asiaticum) et du pommier en
cours de sevrage, une source importante de
réserve en eau, démontrant ainsi que ces
racines sont fonctionnelles pour le transport de
l'eau de la plante (Apter et al., 1993a ; Diaz-
Pérez et al., 1995). L’'existence d’une
interconnexion compléte et vasculaire entre les
racines et les feuilles a également été mise en
évidence (Apter et al., 1993b). Chez le pommier,
la corrélation entre la teneur en eau de toute la
plante avec le flux d’eau des feuilles et I'activité
photosynthétique mise en évidence, suggérent
que les microboutures se comportent comme
des unités hydrauliques intégrées (Diaz-Pérez
etal., 1995). Pourtant, les racines développées
in vitro, comparées a celles obtenues
naturellement sur les plantes, ont été
considérées comme non fonctionnelles par de
nombreux auteurs (Debergh et Maene, 1981 ;
Ziv, 1986) ou pauvres en connections avec la
tige (Grout et Aston, 1977). Chez le palmier a
huile, une interconnexion entre le plateau
racinaire et le bulbe du vitroplant a été mise en
évidence par Verdeil et Rival (résultat non publié).
Les pertes d’eau par les feuilles durant le sevrage
seraientimmédiatement compensées par 'eau
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de réserve des racines. La régulation de I'eau
serait mieux assurée dans les plantes de grande
taille (groupe A) dont les feuilles plus
fonctionnelles présentent sans doute une
anatomie plus compléte que celles des plants
de petite taille. Nous avons montré que les
plantules du groupe C qui ont une bonne reprise,
sont celles qui présentent un bon développement
foliaire (taille supérieure a 14 cm). La réduction
de la phase d’enracinement pourrait donc
s’envisager si les pousses feuillées sont trés
bien développées avant la rhizogenése qui est
fort colteux en durée et en rendement de
caulogenése. Dans le cas général et dans les
conditions de sevrage définies, il n’est pas
souhaitable de réaliser un sevrage précoce de
plantules insuffisamment développées. Quoi qu'il
en soit, les plantules du groupe C supportent
moins bien le sevrage, méme si celui-ci est
réalisé dans les meilleures conditions. On peut
penser que ces plantules qui présentent un
développement plus faible, souffrent d’'un manque
de réserves hydriques ou biochimiques (sucres
et protéines) ou d’une déficience physiologique
(mauvais fonctionnement des stomates) qui ne
permettent pas de supporter les stress au
sevrage.

CONCLUSION

L’incidence de la qualité du systéme radiculaire
du plant sur la reprise au sevrage a été mise en
évidence, avec un taux élevé de survie pour les
plants bien enracinés de type « A » (97 %).
Alors que la qualité de développement des
racines était considérée comme déterminant
pour la réussite au sevrage, les résultats
présentés ont mis plutét en évidence un effet «
taille du plant enraciné» sur la reprise. Le
développement foliaire est donc le principal
facteur de la reprise du plant au sevrage des
vitroplants de palmier a huile, quoique ce facteur
ait une forte interaction avec la qualité du
systéme racinaire. Ces indications montrent,
finalement, qu’on aurait a sevrer, a qualité de
racines équivalente, des plants les plus
développés possibles et a développement foliaire
égal, les plants les mieux enracinés possibles.

Agronomie Africaine 27 (1) : 1 - 14 (2015)
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