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Les	 effets	 combinés	 du	 borate	 de	 sodium,	 de	 la	 fragmentation	 et	 du	 scutellum	 sur	 la	 capacité	 embryogène	 d’embryons	
zygotiques	mûrs	de	blé	 tendre	 (Triticum aestivum	L.	var.	 ‘Nesma’	149)	ont	été	étudiés.	Les	caractères	morphologiques	et	
le	 rendement	 des	 plantes	 régénérées	 diffèrent	 des	 plantes	 témoins	 et	 indiquent	 des	 variations	 somaclonales.	 Les	milieux	
contenant	du	borax	à	0,75	g.l-1	et	comportant	des	explants	issus	de	la	fragmentation	longitudinale	des	embryons	zygotiques	
avec	scutellum,	ont	initié	des	pourcentages	élevés	de	cals	embryogènes	et	de	régénération	sur	une	longue	période	de	culture,	
avec	des	embryons	somatiques	de	grande	taille	ainsi	qu’une	faible	variation	somaclonale	et	une	nécrose	des	cals	très	faible,	
alors	que	les	milieux	contenant	moins	ou	pas	de	borax	et	d’explants	issus	d’embryons	zygotiques	coupés	transversalement	et	
sans	scutellum	montrent	des	résultats	inverses.
Mots-clés.	Triticum aestivum,	embryon	somatique,	 régénération	 in vitro, embryogenèse	somatique,	variation	somaclonale,	
borate.

Vitrovariation and regeneration by somatic embryogenesis from mature embryos of common wheat (Triticum aestivum 
L. Var. ‘Nesma’ 149): effect of the borate of sodium, the fragmentation and the scutellum.	The	combined	effects	of	the	
scutellum,	 the	 fragmentation	and	sodium	borate,	on	 the	embryogenic	capacity	of	 ripe	zygotic	embryos	of	common	wheat	
(Triticum aestivum	 L.	 var.	 ‘Nesma’	 149)	were	 studied.	The	morphological	 characters	 and	 yield	 of	 the	 regenerated	 plants	
differ	from	control	plants	and	indicate	somaclonales	variations.	The	mediums	containing	borax	(0.75	g.l-1)	and	comprising	
explants	resulting	from	the	longitudinal	fragmentation	of	the	zygotic	embryos	with	scutellum,	initiated	high	percentages	of	
embryogenic	callus	and	of	regeneration	over	one	long	period	of	culture,	with	large	size	somatic	embryos	as	well	as	a	weak	
somaclonale	variation	and	one	very	low	necrosis	of	callus.	Whereas	the	mediums	containing	less	or	no	borax	and	explants	
resulting	from	transversely	cut	zygotic	embryos	and	without	scutellum	show	opposite	results.
Keywords.	Triticum aestivum,	somatic	embryos,	in vitro regeneration,	somatic	embryogenesis,	somaclonal	variation,	borates.

1. INtroductIoN

La	variabilité	des	ressources	génétiques	est	un	principe	
majeur	 de	 l’amélioration	 des	 plantes	 (Lefort-Buson	
et	 al.,	 1988).	 En	 vitroculture,	 la	 callogenèse	 et	 le	
repiquage	 des	 cultures	 sont	 des	 facteurs	 qui	 peuvent	
induire	 des	 variations	 somaclonales,	 sources	 de	
variabilité	 (Larkin	 et	 al.,	 1981).	 Ces	 variations	 sont	
héréditaires	(mutations)	si	elles	ont	une	base	génétique	
(Meins,	 1983	;	 Maliga,	 1984).	 Pour	 induire	 ou/et	
orienter	la	vitrovariation,	une	pression	de	sélection	est	

exercée	par	des	 facteurs	de	stress,	ce	qui	 favoriserait	
la	régénération	de	plants	variants	qui	peuvent	résister	
à	 diverses	 contraintes	 biotiques	 ou	 abiotiques	 (Zair	
et	al.,	2003).	

Chez	les	céréales,	certains	anciens	travaux	ont	noté	
le	phénomène	de	la	variation	somaclonale	(King	et	al.,	
1978).	D’autres	études	ont	étendu	les	investigations	et	
ont	même	réussi	à	intégrer	l’utilisation	des	variants	en	
amélioration	des	plantes	(Sibi,	1976	;	Sibi,	1981).

Depuis	 lors,	 plusieurs	 chercheurs	 ont	 appliqué	
ces	 données	 à	 l’amélioration	 des	 plantes	 pour	 divers	
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caractères	 morphologiques,	 physiologiques	 et	 de	
rendement.	 Ainsi,	 d’autres	 céréales	 ont	 été	 étudiées	
telles	 que	 l’orge	 (Orton,	 1980),	 le	 riz	 (Dossou-Yovo	
et	al.,	1982)	et	l’avoine	(Mc	Coy	et	al.,	1982).	D’autres	
travaux	 ont	 confirmé	 les	 résultats	 antérieurs	 (Vasil,	
1987),	pour	le	blé,	par	exemple	le	travail	de	Ryan	et al.	
(1987).

Chez	 le	 blé,	 l’embryogenèse	 somatique	 est	
généralement	 induite	 à	 partir	 d’embryons	 immatures	
(Li	 et	 al.,	 1992).	 Dans	 certaines	 études,	 l’addition	
de	 quelques	 extraits	 a	 pu	 améliorer	 les	 capacités	
embryogènes	 des	 cultures	 (Vasil	 et	 al.,	 1982	;	Karim	
et	al.,	2005).	Dans	d’autres	 travaux,	 l’ajout	d’extraits	
fongiques	au	milieu	a	été	utilisé	dans	le	but	d’obtenir	
des	plantes	résistantes	aux	agents	pathogènes	(Ahmed	
et	al.,	1991).

Nous	 avons	 constaté	 dans	 des	 études	 précédentes	
l’influence	d’un	extrait	fongique	et	du	borax	séparément	
et	combinés	sur	le	rendement	en	variants	de	blé	(Karim	
et	al.,	2005).	Le	borax	pourrait	avoir	un	effet	positif	sur	
le	rendement	en	cals	en	les	protégeant	de	la	nécrose	et	du	
brunissement.	En	effet,	il	a	été	rapporté	que	le	tampon	
borate	alcalin	(pH	6,8-9,1)	peut	bloquer	 l’oxydation	;	
il	est	largement	utilisé	comme	un	inerte	électrolyte/pH	
tampon	(Wang,	1996).	

Nous	 avons	 également	 observé	 dans	 une	 autre	
étude	 que	 les	 embryons	 mûrs	 entiers	 n’étaient	 pas	
capables	de	générer	des	cals	à	cause	de	la	germination	
directe	mais	 après	 leur	 fragmentation,	 la	 callogenèse	
et	 l’embryogenèse	 se	 sont	 améliorées	 (Chlyah	 et	 al.,	
1990).

Le	présent	travail	a	pour	objectif	de	préciser,	dans	
une	première	 partie,	 l’effet	 de	 la	 fragmentation	 et	 du	
borax	 sur	 l’embryogenèse	 somatique	 et	 la	 variabilité	
somaclonale	à	partir	d’embryons	mûrs	de	blé,	et	dans	
une	deuxième	partie,	l’effet	de	trois	concentrations	du	
borax	sur	le	rendement	en	cals	embryogènes,	embryons	
somatiques	et	variations	somaclonales.

2. MatérIeL et Méthodes

Des	embryons	zygotiques	mûrs	du	blé	tendre	(Triticum 
aestivum	 L.	 var.	 ‘Nesma’	 149)	 ont	 été	 utilisés.	 Les	
grains	 de	 blé	 sont	 désinfectés	 successivement	 dans	
l’éthanol	(95	°C)	pendant	2	min,	dans	l’hypochlorite	de	
potassium	(7	%)	pendant	15	min,	puis	rincés	trois	fois	
dans	de	l’eau	distillée	stérile.	Les	grains	sont	imbibés	
pendant	 16	h	 dans	 de	 l’eau	 distillée	 stérile	 avant	 le	
prélèvement	des	embryons.	

Les	embryons	sont	fragmentés,	avec	et	sans	scutel-
lum,	de	deux	manières	:	section	de	type	T,	correspondant	
à	 une	 coupure	 transversale	 perpendiculaire	 au	
grand	 axe	 de	 l’embryon	 (Figure 1)	 et	 section	 de	
type	L,	 correspondant	 à	 une	 coupure	 longitudinale	 et	
perpendiculaire	au	scutellum	(Figure 2).

Le	 milieu	 de	 base	 (tableau 1)	 est	 celui	 de	
Murashige	et	Skoog	(1962),	contenant	du	saccharose	
(3	%)	et	de	l’agar	(1	%).	Deux	régulateurs	de	croissance	
sont	ajoutés	:	le	2,4	D	(2,4-Dichlorophénoxyacétique)	
à	10-6	M	et	le	BA	(Benzyladénine)	à	10-6	M.	Le	borax	
(Tétraborate	 disodium	 :	 Na2B4O7·10H2O)	 est	 testé	 à	
différentes	concentrations	(0	;	0,5	;	0,75	et	1	g.l-1).	Le	
pH	est	ajusté	à	5,8.	

Chaque	 embryon	 est	 cultivé	 dans	 la	 position	 axe	
embryonnaire	 en	 contact	 avec	 le	 milieu	 de	 culture	
dans	des	 tubes	 à	 essai	 16	×	160	mm	et	 placé	dans	 la	
chambre	 de	 croissance	 sous	 une	 photopériode	 de	
16	h	 et	 environ	 25/22	°C	 (jour/nuit).	 Les	 embryons	
somatiques	 se	 forment	 après	 trois	 à	 quatre	 semaines	
(Hsissou	 et al.,	 1994)	 et	 commencent	 sous	 forme	 de	
structures	globulaires	qui	se	transforment	rapidement	en	
structures	bipolaires,	pôle	racinaire	et	pôle	gemmulaire	
puis	en	plantules.	Les	plantes	obtenues	sont	transférées	
sous	serre	et	cultivées	dans	les	mêmes	conditions	que	
les	 plantes	 témoins	 (après	 trois	 mois	 de	 culture	 sur	
des	pots	contenant	2/3	de	sable	fin	et	1/3	de	 terreau)	
et	arrosées	 régulièrement	avec	une	eau	nutritive	 (eau	
d’Hogland)	jusqu’au	stade	10,5	de	l’échelle	de	Feekes	

Figure 2.	Embryon	de	blé	en	coupe	longitudinale	—	Embryo 
of wheat (longitudinal fragmentation).

Figure 1.	Embryon	de	blé	en	coupe	transversale	—	Embryo 
of wheat (transverse fragmentation).
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tableau 1.	Milieu	de	base	et	milieux	de	culture	utilisés	pour	la	néoformation	des	embryons	somatiques	à	partir	de	différents	
explants	d’embryons	zygotiques	de	blé	(Triticum aestivum	L.)	—	Basic medium and culture media use for the formation of 
the somatic embryos starting from various explants of wheat zygotic embryos (Triticum	aestivum L.).

Milieu de base
(MB).l-1

Milieu de culture sans
borax (MB+2,4d+Ba)

Milieu de culture avec
borax (MB+2,4d+Ba+borax)

Macroéléments	de	Murashige	&	Skoog	(1962) 200	ml 200	ml 200	ml
FeEDTA 10	ml 10	ml 10	ml
Oligo-éléments*	(g.l-1) 1	ml 1	ml 1	ml
Vitamines**	(g.l-1) 1	ml 1	ml 1	ml
Saccharose 30	g 30	g 30	g
Gélose 10	g 10	g 10	g
2-4	D	et	BA 0 10-6	M 10-6	M
Borax	(Na2B4O7·10H2O) 0 0 0	;	0,5	;	0,75	et	1	g.l-1	
*	MnSO4(4H2O)	:	25	;	**	:	Myo-inositol	:	20	;	BO3H3	:	10	;	Na2MoO4(2H2O)	:	0,25	;	CuSO4(5H2O)	:	0,025	;	acide	nicotinique	—	
nicotinic acid	:	1	;	pyridoxine-HCl	:	0,1	;	thiamine-HCl	:	0,1.
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Jeune
feuille

Styles (2)
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Détail d’une fleur

Figure 3.	épi	de	blé	au	stade	10,5	de	l’échelle	de	Feekes	—	Ear of wheat 
at development stage 10.5 of the Feekes scale.

(Figure 3)	 permettant	 la	 comparaison	 des	 caractères	
étudiés	(Figure 4).

Les	valeurs	des	tableaux	sont	des	moyennes	tirées	
à	partir	du	comptage	de	20	tubes	à	essai	pour	chaque	
caractère.	Cependant,	tous	les	caractères	sont	mesurés	
et	 comparés	 au	même	 stade	 de	 développement	 de	 la	
plante	en	prenant	comme	référence	l’échelle	de	Feekes	
comportant	 13	stades.	 Concernant	 le	 nombre	 de	 cals	
embryogènes	et	le	pourcentage	d’embryogenèse	et	de	
régénération,	on	a	compté	30 tubes	à	essai	pour	chaque	
condition	de	milieu	de	culture.
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Figure 4.	Représentation	 schématique	 de	 la	méthode	 de	
l’obtention	des	plantules	par	embryogenèse	somatique	—
Schematic representation to obtain seedlings by somatic 
embryogenesis.
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3. résuLtats

3.1. caractères morphologiques des plantes 
témoins 

Les	valeurs	des	différents	 caractères	morphologiques	
mesurés	figurent	au	tableau 2.

3.2. Variabilité somaclonale au sein des plantes 
régénérées

Nous	 avons	 suivi	 dans	 une	 étude	 précédente	 (Karim	
et	al.,	2005)	l’aspect	et	les	caractères	morphologiques	
des	plantes	témoins	(cultures	dans	les	pots)	du	blé,	ce	
qui	nous	a	permis	de	comparer	facilement	les	plantes	
normales	et	les	plantes	régénérées.	

Afin	de	créer	les	conditions	favorables	à	l’apparition	
des	variants,	nous	avons	choisi	de	mettre	les	explants	
sur	 des	 milieux	 favorisant	 la	 formation	 des	 cals	
embryogènes	 d’une	 part	 et	 d’autre	 part,	 nous	 avons	
mis	en	jeu	l’influence	de	la	fragmentation,	c’est-à-dire	
la	 réduction	 des	 corrélations	 entre	 les	 tissus	 (Chlyah	
et al.,	1990).	

Comme	on	le	constate,	sur	base	des	résultats	repris	
aux	 tableaux 3	 et	 4,	 la	 longueur	 la	 plus	 grande	 des	
tiges	 est	 de	 47	cm,	 la	 plus	 petite	 est	 de	 12,3	cm.	 La	
longueur	 des	 feuilles	 varie	 entre	 9	 et	 29,5	cm.	 Si	 on	
observe	les	résultats	des	mêmes	caractères	des	plantes	
témoins	 (tableau 2)	:	 62	cm	 pour	 la	 tige	 et	 31,7	cm	
pour	 les	 feuilles,	 il	 parait	 que	 c’est	 au	 niveau	 des	
petites	 valeurs	 des	 caractères	 que	 la	 différence	 est	

fortement	 significative	entre	 les	 témoins	et	 les	autres	
cultures,	alors	que	pour	les	plus	grandes	valeurs,	c’est	
moins	 significatif.	En	 général,	 la	 différence	 entre	 les	
plus	 petites	 valeurs	 obtenues	 et	 les	 plus	 grandes	 et	
les	témoins	au	même	stade	de	développement	est	très	
grande	et	fortement	significative.

L’observation	 des	 résultats	 des	 tableaux 3	 et	 4	
permet	 également	 de	 constater	 que	 la	 plupart	 des	
caractères	mesurés	voient	leur	valeur	changer	dans	le	
cas	 de	 la	 fragmentation	 longitudinale	 (Figure 2)	 des	
embryons	avec	scutellum	et	en	présence	de	borax.	Pour	
la	 longueur	des	tiges,	 tous	les	pieds	étaient	petits	par	
rapport	aux	témoins	au	même	stade	de	développement,	
la	 moyenne	 étant	 de	 47	cm.	 Le	 nombre	 de	 feuilles	
ainsi	que	leur	longueur	ont	sensiblement	diminué.	Les	
autres	caractères	sont	restés	relativement	inchangés.	Il	
en	 résulte	 que	 la	 section	 longitudinale	 avec	 le	 borax	
conduit	 à	 une	 variation	 somaclonale	 peu	 importante,	
pour	tous	les	caractères	mesurés	(tableau 3,	colonne	
embryon	 avec	 scutellum	 plus	 borax)	 et	 donne	 des	
individus	peu	développés	mais	viables.	Cette	variation	
est	de	moindre	importance,	comparée	à	celle	obtenue	
dans	un	autre	travail	(Karim	et	al.,	2005).

Par	 contre,	 la	 section	 transversale	 (Figure 1)	
semble	donner	des	individus	plus	petits	encore	et	très	
peu	développés,	le	plus	souvent	non	viables	:	les	plus	
petites	 plantes	 ont	 enregistré	 une	 longueur	 de	 tige	
de	 12,3	cm,	 les	 moyennes	 étant	 de	 23	cm	 au	 même	
stade	 de	 développement.	Les	 feuilles	 les	 plus	 petites	
ont	 atteint	 une	 longueur	 de	 9	cm,	 la	 moyenne	 étant	
19	cm.	La	présence	du	borax	et	de	 scutellum	semble	
atténuer	 la	 variation	 somaclonale	 des	 caractères,	
c’est	dans	ce	cas	qu’on	a	les	valeurs	les	plus	élevées.	
Dans	le	cas	contraire,	c’est-à-dire	l’absence	du	borax	
et	 de	 scutellum,	 il	 y	 a	 augmentation	 de	 la	 variation	
(valeurs	très	faibles).	Il	en	résulte	que	généralement	la	
section	transversale	a	donné	une	importante	variation	
somaclonale	 par	 rapport	 à	 la	 section	 longitudinale,	
avec	des	individus	très	peu	développés	et	non	viables,	
surtout	lorsqu’il	n’y	a	pas	de	borax	et	pas	de	scutellum.	

D’après	 les	 résultats	 des	 tableaux 2,	 3,	 4,	 5	 et	
6,	 il	 semblerait	 que	 la	 section	 longitudinale	 dans	 le	
sens	de	l’axe	de	l’embryon	est	la	plus	favorable	pour	
stimuler	la	callogenèse	et	 l’embryogenèse	somatique,	
particulièrement	quand	le	scutellum	n’a	pas	été	prélevé,	
et	c’est	aussi	 la	plus	favorable	pour	donner	moins	de	
variations.	Ces	 résultats	 confirment	 ceux	obtenus	 sur	
l’effet	positif	de	la	fragmentation	sur	les	embryons	mûrs	
de	blé	(Chlyah	et	al.,	1990).	On	ne	peut	pas	attribuer	
cette	haute	fréquence	de	callogenèse	et	embryogenèse	
au	 scutellum	 seul,	 mais	 également	 à	 la	 probable	
désorganisation	 des	 deux	 méristèmes	 gemmulaire	 et	
radiculaire	par	la	fragmentation	(Figure 5).

Il	semblerait	donc	que	la	variation	somaclonale	est	
fortement	significative	dans	le	cas	de	la	fragmentation	
transversale,	 et	 la	présence	du	borax	 et	 du	 scutellum	

tableau 2. Caractères	mesurés	des	plantes	témoins	(semis	
en	 pot)	 —	 Measured characters of the control plants 
(seedlings in pots).
caractère mesuré Valeur moyenne 

± écart-type
Longueur	moyenne	des	tiges 62,0	±	0,6
Nombre	moyen	de	feuilles 6,0	±	0,4
Nombre	moyen	de	racines 6,7	±	0,5
Nombre	moyen	d’épis	par	pied 3,9	±	0,4
Nombre	moyen	de	grains	par	épi 50,9	±	0,5
Poids	moyen	de	50	grains	(g) 2,0	±	0,3
Longueur	moyenne	de	feuilles	(cm) 31,7	±	0,4
Longueur	moyenne	d’épis	(cm) 12,5	±	0,3
Pour	chaque	caractère,	les	valeurs	sont	des	moyennes	tirées	à	
partir	du	comptage	de	20	tubes	à	essai	—	For each character, 
the values are averages derived from a count of 20 tubes	;	
Tous	les	caractères	sont	mesurés	et	comparés	au	même	stade	
de	développement	de	la	plante	en	prenant	comme	référence	
le	stade	10,5	de	l’échelle	de	Feekes	—	All characters are 
measured and compared at the same developmental stage of the 
plant by taking as reference stage 10.5 of the Feekes scale.
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tableau 3.	Résultats	obtenus	après	la	fragmentation	longitudinale	—	Results obtained after longitudinal fragmentation.
Fragmentation longitudinale embryons sans scutellum embryons avec scutellum

avec borax sans borax avec borax sans borax
Longueur	moyenne	de	tiges	(cm) 39,0	±	0,4 28,0	±	0,2 47,0	±	0,4 32,0	±	0,4
Nombre	moyen	de	feuilles 4,4	±	0,3 3,2	±	0,2 5,4	±	0,2 4,2	±	0,3
Nombre	moyen	de	racines 5,8	±	0,3 3,8	±	0,3 6,8	±	0,4 4,8	±	0,2
Nombre	moyen	d’épis	par	pied 3,0	±	0,2 1,8	±	0,3 3,6	±	0,3 2,6	±	0,4
Nombre	moyen	de	grains	par	épi 41,0	±	0,3 17,0	±	0,4 49,0	±	0,2 32,0	±	0,3
Poids	moyen	de	50	grains	(g) 2,1	±	0,3 0,6	±	0,3 2,3	±	0,2 1,2	±	0,3
Longueur	moyenne	de	feuilles	(cm) 23,6	±	0,3 16,4	±	0,2 29,5	±	0,4 23,0	±	0,2
Longueur	moyenne	d’épis	(cm) 10,4	±	0,2 6,3	±	0,3 12,4	±	0,3 8,4	±	0,2
Légende	:	voir	tableau 2	—	Legend: see table 2.

tableau 4. Résultats	obtenus	après	la	fragmentation	transversale	—	Results obtained after transverse fragmentation.
Fragmentation transversale embryons sans scutellum embryons avec scutellum

avec borax sans borax avec borax sans borax
Longueur	moyenne	de	tiges	(cm) 12,3	±	0,3 14,70	±	0,3 23,9	±	0,2 19,40	±	0,2
Nombre	moyen	de	feuilles 3,3	±	0,1 2,00	±	0,2 4,4	±	0,2 3,10	±	0,1
Nombre	moyen	de	racines 4,1	±	0,2 2,40	±	0,1 5,7	±	0,2 3,40	±	0,2
Nombre	moyen	d’épis	par	pied 2,3	±	0,3 0,34	±	0,2 2,9	±	0,2 1,20	±	0,3
Nombre	moyen	de	grains	par	épi 23,2	±	0,2 5,00	±	0,2 19,4	±	0,1 12,60	±	0,3
Poids	moyen	de	50	grains	(g) 0,4	±	0,4 0,05	±	0,3 0,8	±	0,4 0,21	±	0,2
Longueur	moyenne	de	feuilles	(cm) 16,4	±	0,4 9,30	±	0,3 19,6	±	0,3 12,80	±	0,2
Longueur	moyenne	d’épis	(cm) 6,3	±	0,2 3,10	±	0,2 3,7	±	0,4 3,20	±	0,4
Légende	:	voir	tableau 2	—	Legend: see table 2.

tableau 5.	Résultats	des	mesures	de	rendement	en	cals,	en	embryons	et	en	régénération	pour	une	concentration	de	1	g.l-1	de	
borax	—	Results of measurements in calli yielding, somatic embryos and regeneration at a borax concentration of 1 g.l-1.
1 g.l-1 de 
borax

Fragmentation longitudinale Fragmentation transversale 
sans scutellum avec scutellum sans scutellum  avec scutellum
avec borax sans borax  avec borax sans borax avec borax sans borax avec borax sans borax

explant 1
Qt	(mg) 29,40	±	0,3 19,45	±	0,2 63,50	±	0,3 22,30	±	0,2 19,60	±	0,2 6,67	±	0,3 27,65	±	0,3 8,40	±	0,3
%	(ebr) 26,51	±	0,2 18,54	±	0,3 51,12	±	0,4 19,00	±	0,3 12,60	±	0,2 4,67	±	0,3 19,60	±	0,2 7,56	±	0,1

%	(reg) 49,14	±	0,2 10,34	±	0,2 	61,00	±	0,3 17,12	±	0,2 24,90	±	0,3 2,60	±	0,3 42,50	±	0,4 8,60	±	0,2
explant 2
Qt	(mg) 41,50	±	0,4 11,50	±	0,2 45,90	±	0,4 16,50	±	0,3 18,30	±	0,3 22,70	±	0,2 39,60	±	0,3 11,34	±	0,2
%	(ebr) 32,60	±	0,3 9,50	±	0,2 51,78	±	0,3 21,50	±	0,2 17,60	±	0,3 19,12	±	0,2 29,23	±	0,2 13,10	±	0,2
%	(reg) 54,70	±	0,3 18,70	±	0,3 65,54	±	0,4 23,70	±	0,3 43,60	±	0,4 31,60	±	0,2 57,87	±	0,3 12,30	±	0,2
Pour	chaque	caractère,	les	valeurs	sont	des	moyennes	tirées	à	partir	du	comptage	de	30	tubes	à	essai	—	For each character, the values are 
averages derived from a count of 30 tubes	;	Tous	les	caractères	sont	mesurés	et	comparés	au	même	stade	de	développement	de	la	plante	en	
prenant	comme	référence	le	stade	10,5	de	l’échelle	de	Feekes	—	All characters are measured and compared at the same developmental 
stage of the plant by taking as reference stage 10.5 of the Feekes scale. Qt	:	quantité	de	cals	—	quantity of calli ; % ebr	:	pourcentage	
d’embryons	somatiques	—	percentage of somatic embryos ; %	reg	:	pourcentage	de	plantes	régénérées	—	percentage of regenerated plants.
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dans	ce	cas	serait	favorable	pour	atténuer	l’apparition	
des	variants.

3.3. effet du mode de fragmentation

Dans	 le	 domaine	 de	 la	 culture	 des	 embryons,	 il	 est	
généralement	 admis	 que	 la	 culture	 des	 embryons	
seuls	 aboutit	massivement	 à	 une	 germination	 directe	
prédominante	 avec	peu	de	 callogenèse.	Nos	 résultats	
montrent	que	plus	de	50	%	des	explants	sont	concernés	
par	cette	germination	(tableau 7).	

Si	 on	 prend	 comme	 exemple	 les	 deux	 caractères	
les	 plus	 indicateurs	 du	 port	 morphologique	 de	 la	
plante	 (tableau 3),	 à	 savoir	 la	 longueur	 de	 la	 tige	
et	 des	 feuilles,	 on	 constate	 que	 la	 différence	 entre	
la	 fragmentation	 longitudinale	 et	 la	 fragmentation	

Figure 5.	Embryon	de	blé	vu	de	face	—	Embryo of wheat 
(in front view).

tableau 6.	Résultats	des	mesures	de	rendement	en	cals,	en	embryons	et	en	régénération	pour	une	concentration	de	0,5	g.l-1	de	
borax	—	Results of measurements in calli yielding, somatic embryos and regeneration at a borax concentration of 0.5 g.l-1.
0,5 g.l-1 de 
borax

Fragmentation longitudinale Fragmentation transversale 
sans scutellum avec scutellum sans scutellum avec scutellum
avec borax sans borax avec borax sans borax avec borax sans borax avec borax sans borax

explant 1
Qt	(mg) 41,60	±	0,4 25,00	±	0,2 72,79	±	0,5 31,00	±	0,3 26,23	±	0,2 6,70	±	0,2 33,65	±	0,3 21,67	±	0,2
%	(ebr) 43,51	±	0,3 21,54	±	0,2 63,56	±	0,4 25,87	±	0,3 18,60	±	0,2 2,40	±	0,2 29,67	±	0,3 22,40	±	0,2

%	(reg) 72,45	±	0,4 15,70	±	0,2 82,00	±	0,4 28,67	±	0,2 42,67	±	0,3 4,60	±	0,1 61,00	±	0,2 25,40	±	0,3
explant 2
Qt	(mg) 59,50	±	0,3 44,50	±	0,3 64,45	±	0,4 27,67	±	0,3 31,90	±	0,2 27,70	±	0,3 41,60	±	0,4 37,34	±	0,2
%	(ebr) 43,60	±	0,2 27,50	±	0,2 59,00	±	0,3 39,60	±	0,3 28,60	±	0,2 20,54	±	0,2 38,23	±	0,4 28,10	±	0,2
%	(reg) 71,40	±	0,4 46,80	±	0,3 82,89	±	0,3 51,67	±	0,2 59,60	±	0,2 41,67	±	0,3 78,67	±	0,3 48,00	±	0,3
Légende	:	voir	tableau 5	—	Legend: see table 5.

tableau 7.	Résultats	des	mesures	de	rendement	en	cals,	en	embryons	et	en	régénération	pour	une	concentration	de	0,75	g.l-1	de	
borax	—	Results of measurements in calli yielding, somatic embryos and regeneration at a borax concentration of 0.75 g.l-1.
0,75 g.l-1 de 
borax

Fragmentation longitudinale Fragmentation transversale 
sans scutellum avec scutellum sans scutellum  avec scutellum
avec borax sans borax  avec borax sans borax avec borax sans borax avec borax sans borax

explant 1
Qt	(mg) 55,60	±	0,3 31,56	±	0,3 72,45	±	0,4 41,54	±	0,3 37,23	±	0,3 28,67	±	0,2 47,65	±	0,3 32,70	±	0,2
%	(ebr) 58,51	±	0,4 32,54	±	0,3 76,59	±	0,3 35,80	±	0,2 21,32	±	0,2 23,34	±	0,2 32,60	±	0,3 29,41	±	0,3

%	(reg) 87,50	±	0,4 41,65	±	0,4 89,45	±	0,4 39,34	±	0,2 62,50	±	0,3 31,65	±	0,3 77,45	±	0,4 30,65	±	0,2
explant 2
Qt	(mg) 69,50	±	0,3 51,50	±	0,3 89,79	±	0,4 49,66	±	0,3 43,66	±	0,2 48,30	±	0,2 59,60	±	0,3 39,34	±	0,2
%	(ebr) 68,67	±	0,3 37,56	±	0,2 81,67	±	0,3 45,65	±	0,2 28,61	±	0,3 29,61	±	0,2 48,87	±	0,3 39,13	±	0,2
%	(reg) 94,55	±	0,5 62,55	±	0,4 97,31	±	0,4 43,76	±	0,3 71,74	±	0,4 56,54	±	0,3 81,54	±	0,4 36,43	±	0,3
Légende	:	voir	tableau 5	—	Legend: see table 5.

Niveau de 
désorganisation du 
méristème caulinaire
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Scutellum
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Niveau de désorganisation 
du méristème racinaire

Explant 2Explant 1
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transversale	 est	 très	 significative.	 Par	 conséquent,	 il	
semblerait	que	la	première	serait	plus	rentable	en	cals	
et	embryons	somatiques	et	moins	en	variants.	Pour	le	
reste	des	caractères,	les	résultats	sont	moins	significatifs	
comparés	 aux	 témoins,	 mais	 sont	 révélateurs	 de	 la	
présence	de	la	variation	somaclonale.

La	 fragmentation	 des	 embryons	 a	 été	 étudiée	
par	 Chlyah	 et	 al.	 (1990)	 et	 par	 Zair	 et	 al.	 (1995),	
elle	 constitue	 un	 moyen	 de	 rendre	 les	 explants	 plus	
calogènes	 et	 embryogènes.	 Nos	 résultats	 vont	 dans	
le	 même	 sens	 et	 montrent	 que	 la	 fragmentation	
longitudinale	 donne	 des	 explants	 plus	 rentables	 en	
cals,	 en	embryons	 somatiques	 et	moins	de	variations	
somaclonales	(Figures 6	et	7).

En	général,	la	formation	de	cals	se	fait	rapidement	
et	 les	 zones	 de	 cals	 compacts	 et	 embryogènes	 ont	
été	 observées	 après	 10	 à	 20	jours.	 Des	 embryons	
somatiques	globulaires	et	allongés	entourant	des	cals	
sont	 parfois	 observés.	 La	 plupart	 de	 ces	 embryons	
germent	rapidement	sans	qu’il	y	ait	 repiquage	sur	un	
milieu	 frais,	 formant	 des	 feuilles	 et	 des	 racines,	 et	
peuvent	être	transférés	ensuite	vers	des	pots	et	même	
dans	le	sol	où	ils	peuvent	se	développer.

Il	a	été	démontré	que	la	fragmentation	des	embryons	
peut	provoquer	et	favoriser	la	formation	des	embryons	
somatiques,	 aussi	 bien	pour	 les	 cals	 embryogéniques	
que	 pour	 les	 explants.	 Ainsi,	 cette	 fragmentation	 a	
fait	 augmenter	 le	 nombre	 des	 embryons	 comparé	 à	

la	 culture	 des	 embryons	 entiers.	 Dans	 tous	 les	 cas,	
les	 embryons	 immatures	 sont	 considérablement	 plus	
embryogéniques	 que	 les	mûrs	 (Chlyah	 et	 al.,	 1990).	
Cependant,	les	embryons	mûrs	ont	montré	un	potentiel	
embryogénique	 particulier	 après	 les	 deux	 types	 de	
fragmentation	(Karim	et	al.,	2005).	

3.4. effet du scutellum

Le	scutellum	a	été	souvent	cité	dans	la	littérature	comme	
une	 partie	 de	 l’embryon	 qui	 donne	 des	 cals	 et	 des	
pousses	méristématiques	chez	le	blé	(Magnusson	et	al.,	
1985)	et	chez	d’autres	céréales	(Springer	et	al.,	1979	;	
Vasil	 et	 al.,	 1982).	 Nous	 avons	 comparé	 la	 capacité	
embryogénique	des	explants	issus	des	embryons	avec	
ou	 sans	 scutellum.	 Les	 deux	 fragmentations	 n’ont	
pas	 donné	 les	 mêmes	 résultats.	 Ainsi,	 dans	 le	 type	
longitudinal,	 plus	 de	 76	%	 d’embryons	 somatiques	
sont	produits	quand	le	scutellum	n’a	pas	été	prélevé	et	
en	présence	de	0,75	g.l-1	de	borax,	le	type	transversal	
a	 donné	 des	 résultats	 opposés.	 Cependant,	 dans	 tous	
les	cas,	l’embryogenèse	somatique	observée	a	montré	
que	 la	 présence	 du	 scutellum	 n’est	 pas	 absolument	
nécessaire	mais	souhaitable	en	présence	du	borax.

Dans	 les	deux	 fragmentations,	quand	on	compare	
la	 capacité	 embryogénique	 des	 explants	 avec	 et	 sans	
scutellum,	on	constate	que	les	premiers	ont	produit	plus	
d’embryons	somatiques	que	les	derniers,	confirmant	le	

Figure 6. Résumé	de	l’effet	de	la	fragmentation	et	du	borax	avec	ou	sans	scutellum	sur	la	variabilité	et	l’embryogenèse	—	Summary 
of the fragmentation effect and the borax with or without scutellum on the variability and the embryogenesis.
+++++	:	très	bon	rendement	—	very high yield ;	+++	:	bon	rendement	—	high yield	;	++	:	rendement	moyen	—	average yield	;	+	:	faible	
rendement	—	low yield	;	L’optimum	de	ces	observations	est	à	0,75	g.l-1	de	borax	—	The optimum of these observations is 0.75 g.l-1 borax.
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fait	que	le	scutellum	a	un	effet	positif	sur	la	production	
des	embryons	somatiques.	Cet	effet	positif	a	été	aussi	
observé	quand	 le	 scutellum	n’est	pas	mis	 en	contact	
avec	le	milieu	et	en	présence	du	borax.

Les	embryons	entiers	(tableau 7)	avec	scutellum	
et	 dont	 l’axe	 embryonnaire	 est	 en	 contact	 avec	 le	
milieu	 et	 en	 présence	 du	 borax,	 semblent	 les	 plus	
rentables	en	cals	embryogéniques,	suivis	des	embryons	
sans	scutellum	puis	des	embryons	avec	scutellum	en	
contact	avec	le	milieu.	Le	premier	cas	semblerait	être	
avantagé	par	la	position	de	l’embryon	sur	le	milieu	qui	
met	celui-ci	en	contact	direct	avec	l’axe	embryonnaire.

Dans	le	cas	de	Pennisetum,	le	cal	embryogénique	
est	formé	uniquement	à	partir	des	cellules	scutellaires	
auprès	du	nœud	(Vasil	et	al.,	1982),	alors	que	dans	le	
cas	de	 la	 culture	des	 embryons	entiers	de	blé,	 le	 cal	
embryogénique	a	été	généralement	observé,	soit	sur	le	
tissu	scutellaire,	soit	à	partir	de	l’épiblaste	(revêtement	
de	l’embryon),	cela	dépend	de	la	position	de	l’embryon	
sur	le	milieu	(Mc	Coy	et	al.,	1982	;	He	et	al.,	1986).

Nous	 avons	 comparé	 la	 capacité	 embryogénique	
des	 explants	 issus	 des	 embryons	 avec	 ou	 sans	
scutellum.	Les	deux	 fragmentations	n’ont	 pas	donné	
les	mêmes	 résultats.	Ainsi,	 dans	 la	 fragmentation	de	
type	 longitudinal	 (tableaux 3	 et	 7),	 plus	 de	 47	%	
d’embryons	 somatiques	 sont	 produits	 quand	 le	
scutellum	n’a	pas	été	prélevé,	la	fragmentation	de	type	

transversal	a	donné	des	résultats	opposés	(tableaux 4	
et	7).	 Cependant,	 dans	 tous	 les	 cas,	 l’embryogenèse	
bomatique	 observée	 montre	 que	 la	 présence	 du	
scutellum	 n’est	 pas	 absolument	 nécessaire.	 Dans	 la	
fragmentation	 transversale,	 quand	 on	 compare	 la	
capacité	 embryogénique	 des	 explants	 avec	 et	 sans	
scutellum,	 on	 constate	 que	 les	 premiers	 ont	 produit	
plus	 d’embryons	 somatiques	 que	 les	 derniers,	
confirmant	 le	 fait	 que	 le	 scutellum	a	un	 effet	 positif	
sur	la	production	des	embryons	somatiques.	Cet	effet	
positif	a	été	aussi	observé	quand	le	scutellum	n’est	pas	
prélevé	 avant	 la	 formation	 et	 la	 culture	des	 explants	
(embryons	entiers).

3.5. effet du borax

Depuis	 l’utilisation	 pour	 la	 première	 fois	 du	 borax	
(Karim	 et	 al.,	 2005),	 nous	 avons	 constaté	 son	 effet	
positif	 sur	 les	 cultures	:	 il	 empêche	 la	 formation	des	
nécroses	et	le	brunissement	des	cals.	Il	faut	préciser	que	
le	borax	est	un	minéral	qui	entre	dans	la	composition	
de	certains	engrais	et	qui	est	utilisé	comme	insecticide	
et	antiseptique	puissant.

Nous	 avons	 donc	 maintenu	 la	 concentration	 de	
1	g.l-1,	utilisée	dans	le	travail	précédent	(Karim	et	al.,	
2005),	pour	préciser	 l’effet	du	borax	sur	 la	variation	
somaclonale	 et	 nous	 avons	 appliqué	 deux	 autres	

Figure 7. Résumé	 des	 conditions	 (en	 l’absence	 de	 borax)	 conduisant	 à	 une	 grande	 variation	 somaclonale	 et	 une	 faible	
embryogenèse	somatique	—	Summary of the conditions (in absence of the borax) leading to a great somaclonal variation and 
low somatic embryogenesis.

+++++	:	très	bon	rendement	—	very high yield ;	++++	:	rendement	moyen	—	average yield	;		+++	:	faible	rendement	—	low yield	;	++	:	
très	faible	rendement	—	very	low yield ;	+	:	rendement	rare	—	rare yield.
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concentrations,	 0,5	 et	 0,75	g.l-1	 du	 borax	 pour	 tester	
leurs	effets	sur	la	production	de	cals	et	des	embryons	
et	leur	régénération.

Les	 résultats	 ont	 montré	 (tableaux 5,	 6,	 7 et	 8)	
que	 le	 borax	 favorise	 le	 rendement	 en	 embryons	
somatiques.	D’après	 le	 comptage	du	nombre	de	 cals	
compacts	embryogènes	et	le	pourcentage	des	embryons	
somatiques	 réalisés	 sur	 les	 embryons	 fragmentés,	
il	 s’est	 avéré	 que	 dans	 le	 cas	 de	 présence	 de	 borax,	
les	 explants	 ont	 produit	 plus	 de	 cals	 et	 d’embryons	
somatiques	qu’en	son	absence,	ainsi	qu’une	diminution	
significative	du	phénomène	de	 la	nécrose	des	cals	et	
de	 leur	 infection.	L’optimum	de	 cette	production	 est	
obtenu	avec	la	concentration	0,75	g.l-1,	les	valeurs	des	
tableaux 6	et	7	 indiquent	une	nette	amélioration	des	
facteurs	callogenèse	et	embryogenèse,	respectivement	
pour	les	concentrations	de	borax	0,5	g.l-1	et	0,75	g.l-1,	
mais	 la	 valeur	 de	 1	g.l-1	 semble	 moins	 rentable	 que	
0,75	g.l-1	qui	reste	la	concentration	optimale.

En	comparant	les	valeurs	des	deux	tableaux 3	et	4,	
on	constate	que	la	fragmentation	longitudinale	a	donné	
des	valeurs	supérieures	par	rapport	à	la	fragmentation	
transversale,	mais	ces	valeurs	sont	inférieures	à	celles	
du	 témoin.	 En	 présence	 du	 borax,	 la	 différence	 est	
plus	 significative	 car	 les	 valeurs	 sont	 beaucoup	 plus	
positives	qu’en	l’absence	du	borax	(Figures 6	et	7).

Un	autre	résultat	peut	être	tiré	des	tableaux 3	et	4,	
c’est	que	toutes	les	valeurs	obtenues	dans	le	cas	de	la	
présence	du	borax	 sont	 supérieures	 aux	valeurs	 sans	

borax.	L’effet	positif	que	pourrait	exercer	le	borax	sur	
la	 callogenèse	 et	 l’embryogenèse	 a	 été	observé	dans	
un	travail	précédent	(Karim	et	al.,	2005).	

3.6. comparaison entre le pôle racinaire et le pôle 
gemmulaire de l’embryon

Dans	le	cas	de	la	fragmentation	transversale	(tableaux 
5,	6	et	7),	les	explants	racinaires	ont	donné	trois	à	cinq	
fois	 plus	 d’embryons	 somatiques	 que	 les	 explants	
apicaux.	 Ce	 résultat	 confirme	 d’une	 part	 que	 la	
fragmentation	transversale	préserverait	les	méristèmes	
de	 coléorhize	 et	 de	 coléoptile	 (Figure 8)	 qui	 restent	
intacts	 et	 d’autre	 part,	 que	 le	 pôle	 radiculaire	 est	 le	
premier	 à	 être	 activé	 par	 l’apparition	 des	 initiums	
radiculaires.

Ces	 résultats	 montrent	 que	 les	 deux	 pôles	 de	
l’embryon,	quand	ils	sont	cultivés	séparément,	peuvent	
produire	des	embryons	somatiques,	particulièrement	la	
zone	méristématique	racinaire.	

D’autre	 part,	 la	 région	 radiculaire	 a	 montré	 une	
capacité	embryogénique	particulière	dans	notre	étude,	
contrairement	à	d’autres	études	où	il	a	été	montré	qu’elle	
est	 incapable	 de	 produire	 des	 cals	 embryogéniques	
dans	 tous	 les	 cas	 des	 cultures	 d’embryons	 (Heyser	
et al.,	1985).

3.7. Influence du nombre d’explants par embryon 
cultivé

En	 général,	 l’augmentation	 du	 nombre	 d’explants	
par	 embryon	 cultivé	 fait	 augmenter	 aussi	 le	 nombre	
total	 d’embryons	 somatiques	 formés.	 Ceci	 a	 été	
particulièrement	 vérifié	 pour	 la	 fragmentation	
longitudinale	 et	 transversale	 puisque	 le	 nombre	 et	 la	
quantité	ont	augmenté	par	rapport	à	l’embryon	entier.	
Ces	 résultats	 vont	 dans	 le	 même	 sens	 que	 ceux	 de	
Chlyah	et	al.	(1990)	dans	lequel	les	types	B	et	C	de	la	
fragmentation	ont	fait	augmenter	le	taux	des	embryons	
somatiques	 respectivement	 de	 58	%	 et	 75	%,	 quand	

Méristème caulinaire 
intact

Axe de la fragmentation 
transversale
Scutellum

Coléorhize

Coléoptile

Méristème racinaire intact

Explant 2

Explant 1

Figure 8.	Embryon	de	blé	vu	de	face	—	Embryo of wheat 
(in front view).

tableau 8.	Rendement	des	embryons	zygotiques	en	cals,	en	
embryons	somatiques	et	leur	régénération	—	Performance 
of whole zygotic embryos in calli, somatic embryos and 
regeneration.

Ms avec borax Ms sans borax
embryon entier (embryon en contact avec le milieu)
Qt	(mg) 43,30	±	0,3 8,40	±	0,2
%	(ebr) 35,90	±	0,3 2,30	±	0,1
%	(reg) 13,43	±	0,2 5,40	±	0,2
embryon entier (scutellum en contact avec le milieu)
QT	(mg) 10,67	±	0,2 2,56	±	0,2
%	(ebr) 6,68	±	0,2 1,78	±	0,1
%	(reg) 11,34	±	0,3 6,76	±	0,2
embryon entier sans scutellum
Qt	(mg) 38,40	±	0,3 17,50	±	0,3
%	(ebr) 24,63	±	0,2 12,66	±	0,2
%	(reg) 11,45	±	0,1 6,45	±	0,2
MS	:	Murashige	&	Skoog	;	Qt	:	quantité	de	
cals	—	quantity of calli ; % ebr	:	pourcentage	d’embryons	
somatiques	—	percentage of somatic embryos ; %	reg	:	
pourcentage	de	plantes	régénérées	—	percentage of regenerated 
plants ;	Légende	:	voir	tableau 2	—	Legend: see table 2. 
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les	six	explants	sont	pris	plutôt	par	deux.	La	réduction	
de	la	dimension	de	chaque	explant	pourrait	augmenter	
le	 potentiel	 embryogénique	 total	 de	 chaque	 embryon	
zygotique.

3.8. durée d’imbibition

La	durée	d’imbibition	des	graines	avant	le	prélèvement	
des	embryons	mûrs	est	de	20	h.	Cette	durée	longue	a	
été	choisie	car	elle	était	favorable	et	optimale	dans	un	
précédent	travail	(Chlyah	et	al.,	1990).	Dans	d’autres	
études	(Ozias-Akins	et	al.,	1983),	les	embryons	mûrs	
n’ont	pas	donné	de	cals	embryogéniques,	cela	pourrait	
être	dû	à	la	trop	courte	durée	d’imbibition	des	graines.

4. dIscussIoN et coNcLusIoN

Le	processus	d’embryogenèse	somatique	qui	représente	
l’une	 des	 voies	 conduisant	 à	 des	 modifications	
épigénétiques	 et	 donc	 à	 l’apparition	 de	 la	 variation	
somaclonale,	 pourrait	 être	 contrôlé	 et	 amélioré	 par	
divers	procédés.	

Dans	 cette	 étude,	 on	 a	 déterminé	 le	 type	 de	
fragmentation	 qui	 pourrait	 améliorer	 la	 capacité	
embryogénique	 ainsi	 que	 la	 variation	 somaclonale	
et	 observé	 le	 rôle	 du	 scutellum	 et	 du	 borax	 dans	
l’embryogenèse	somatique.

La	culture	d’embryons	entiers	s’accompagne	d’une	
callogenèse	et	embryogenèse	faible	et	la	majorité	des	
cultures	ne	donnent	pas	de	cals	et	finissent	par	germer	
directement.	 Toutefois,	 en	 comparant	 les	 cultures,	 il	
semblerait	 que	 la	 présence	 du	 scutellum,	 sans	 qu’il	
soit	en	contact	avec	le	milieu	et	le	borax,	améliore	la	
callogenèse	et	l’embryogenèse.	

La	germination	précoce	des	embryons	cultivés	était	
souvent	un	problème	rapporté	par	de	nombreux	auteurs	
(Vasil	et	al.,	1982	;	Botti	et	al.,	1983).	Des	recherches	
intensives	ont	été	orientées	vers	l’étude	des	facteurs	la	
minimisant,	telles	que	la	nature	du	milieu	de	culture	et	
les	facteurs	d’environnement	ainsi	que	l’âge	précis	des	
embryons	zygotiques	immatures	(Lu	et	al.,	1983).

Aussi,	il	semblerait	que	les	explants	qui	ont	gardé	
leur	 scutellum	 donnent	 plus	 de	 cals	 et	 d’embryons	
somatiques	 que	 les	 autres,	 ceci	 s’explique	par	 l’effet	
de	 la	 cicatrisation	 causée	 par	 la	 fragmentation	 du	
scutellum	 et	 le	 fait	 qu’il	 ne	 soit	 pas	 en	 contact	 avec	
le	milieu.	La	cicatrisation	causée	par	la	fragmentation	
induirait	 une	 callogenèse	 plus	 importante	 sur	 le	
scutellum.	 Néanmoins,	 tous	 les	 types	 d’explants	
obtenus	 à	 partir	 des	 deux	modèles	 de	 fragmentation	
étaient	 capables	 de	 donner	 des	 cals	 et	 des	 embryons	
somatiques,	 qui	 rapidement	 donnent	 des	 plantules	
viables	ou	non.	Il	faut	aussi	souligner	que	la	majorité	
d’explants	cultivés	ont	formé	un	nombre	moyen	total	
élevé	 d’embryons	 somatiques,	 ce	 qui	 permet	 de	 dire	

que	les	facteurs	réunis	dans	cette	étude	sont	favorables	
à	l’embryogenèse.

Un	autre	point	a	été	soulevé	dans	cette	étude,	c’est	
le	rôle	du	scutellum	dans	 l’embryogenèse	somatique.	
Cette	 partie	 de	 l’embryon,	 quand	 elle	 n’est	 pas	 en	
contact	 avec	 le	 milieu	 de	 culture,	 montre	 une	 forte	
initiation	de	cals	embryogéniques.	Nous	avons	trouvé	
qu’en	 général,	 la	 présence	 du	 scutellum	 favorise	
souvent	 l’embryogenèse,	 mais	 ce	 n’est	 pas	 le	 seul	
tissu	embryogénique	sur	l’embryon,	bien	que	d’autres	
études	ont	montré	que	la	culture	seule	du	scutellum	n’a	
pas	donné	de	cal	embryogénique	(Botti	et	al.,	1983).

Dans	 le	cas	de	Pennisetum,	 le	cal	embryogénique	
est	formé	uniquement	à	partir	des	cellules	scutellaires	
auprès	du	nœud	(Vasil	et	al.,	1982).	Alors	que	dans	le	
cas	 de	 la	 culture	 des	 embryons	 entiers	 de	 blé,	 le	 cal	
embryogénique	a	été	généralement	observé	soit	sur	le	
tissu	scutellaire,	soit	à	partir	de	l’épiblaste	(revêtement	
de	l’embryon),	cela	dépend	de	la	position	de	l’embryon	
sur	le	milieu	(Magnusson	et	al.,	1985	;	He	et	al.,	1986).	
Les	 divisions	 cellulaires	 dans	 ces	 zones,	 rapidement	
initiées,	 peuvent	 inhiber	 les	 divisions	 dans	 d’autres	
zones	 de	 l’embryon.	 Ainsi,	 nous	 avons	 montré	 que	
la	 fragmentation	pourrait	 enlever	 l’inhibition	exercée	
par	corrélation	de	certaines	cellules	en	division	sur	les	
autres	qui	ne	le	sont	pas.	La	réduction	des	corrélations	
intercellulaires	fait	augmenter	le	potentiel	des	cellules,	
comme	 il	 a	 été	 démontré	 dans	 d’autres	 types	 de	
cultures	telles	que	celles	des	couches	cellulaires	minces	
(Chlyah,	1984).

Il	a	été	démontré	que	la	fragmentation	des	embryons	
peut	provoquer	la	formation	des	cals	et	des	embryons	
somatiques,	 aussi	 bien	pour	 les	 cals	 embryogéniques	
que	 pour	 les	 explants.	 Ainsi,	 elle	 a	 fait	 augmenter	
le	 nombre	 des	 embryons	 comparé	 à	 la	 culture	 des	
embryons	 entiers	 (Chlyah	 et	 al.,	 1990	;	 Zair	 et	 al.,	
1995).	

L’utilisation	des	explants	petits	et	réduits	a	procuré	
un	 très	 grand	 nombre	 de	 cellules	 avec	 une	 capacité	
embryogénique	 élevée,	 surtout	 quand	 ils	 ont	 gardé	
leur	 scutellum.	 En	 éliminant	 la	 germination	 précoce	
par	 la	 fragmentation	 des	 embryons	 cultivés,	 on	 les	
rend	 plus	 efficaces	 dans	 l’embryogenèse	 somatique,	
spécialement	 quand	 ils	 sont	 cultivés	 sur	 un	 milieu	
de	 culture	 et	 dans	 des	 conditions	 d’environnement	
optimales.

Les	sections	longitudinales,	particulièrement	celles	
qui	 passent	 sur	 les	méristèmes	 apicaux	 et	 racinaires,	
pourraient	 désorganiser	 la	 fonction	 originale	 de	 ces	
derniers	 et	 permettre	 ainsi	 aux	 embryons	 somatiques	
de	 se	 développer	 à	 partir	 des	 cellules	 simples	 ou	
d’un	 ensemble	 de	 cellules	 pro-embryonnaires,	 elles-
mêmes	dérivées	 d’une	 seule	 cellule	 (Haccius,	 1978).	
Ainsi,	 nous	 avons	 montré	 que	 par	 la	 fragmentation	
des	 embryons	 entiers,	 un	 grand	 nombre	 de	 cellules,	
dans	 différentes	 zones	 de	 l’embryon,	 en	 particulier	
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le	 scutellum,	 deviennent	 capables	 d’initier	 des	 cals	
embryogéniques	(Chlyah	et	al.,	1990).

D’après	 une	 étude	 faite	 sur	 les	 embryons	 de	
Pennisetum americanum	(Botti	et	al.,	1983),	la	culture	
de	 différentes	 zones	 de	 ces	 embryons	 a	 montré	 que	
seule	 la	 partie	 apicale	 et	 l’axe	 gemmulaire	 ont	 un	
potentiel	 embryogénique.	 De	 même,	 seule	 la	 partie	
plumellaire	pourrait	avoir	un	potentiel	embryogénique	
important	 par	 formation	 de	 nouveaux	 initiums	
racinaires	après	fragmentation	et	culture	de	différentes	
parties	 d’embryons	 de	Dendrophihoe falcata (Bajaj,	
1966).

Dans	 notre	 étude,	 la	 région	 radiculaire	 a	 montré	
une	capacité	embryogénique	particulière	alors	qu’il	a	
été	noté	dans	d’autres	études	qu’elle	est	incapable	de	
produire	des	cals	embryogéniques	dans	tous	les	cas	des	
cultures	d’embryons	(Heyser	et	al.,	1985)	

D’autre	part,	les	explants	2	et	1	dans	la	fragmentation	
transversale,	correspondant	respectivement	à	la	partie	
racinaire	et	apicale,	donnent	moins	de	cals	et	d’embryons	
somatiques,	cela	s’expliquerait	par	le	fait	que	le	centre	
méristématique	 racinaire	 restant	 intact	 défavorise	 la	
callogenèse	et	l’embryogenèse.	Ce	qui	n’est	pas	le	cas	
pour	la	fragmentation	longitudinale	qui,	du	fait	que	la	
coupe	 affectant	 les	 centres	méristématiques,	 favorise	
l’apparition	des	cals	et	des	embryons	somatiques.

Le	borax	dans	des	travaux	précédents	(Karim	et	al.,	
2005)	a	été	utilisé	comme	facteur	toxique	pour	créer	la	
variation.	Malgré	les	conditions	stériles,	il	s’est	avéré	
que	certaines	cultures	stérilisées	au	départ	deviennent	
progressivement	brunes,	se	nécrosent	et	dans	la	plupart	
du	temps	finissent	par	s’infecter.	Ce	produit	a	montré	
une	certaine	efficacité	dans	la	prévention	des	infections	
opportunes.	 Il	 a	 tendance	 à	 atténuer	 le	 taux	 de	 la	
variabilité	et	en	même	 temps	améliorer	 le	 rendement	
en	cals	et	en	embryons	somatiques,	qui	sont	la	source	
des	variants.	

La	 fragmentation	 longitudinale	 et	 la	 présence	
du	 borax	 ainsi	 que	 le	 scutellum	 ont	 montré	 une	
nette	 synergie	 pour	 améliorer	 le	 rendement	 en	 cals	
embryogènes	et	en	embryons	somatiques,	une	meilleure	
régénération	et	peu	de	variants	souvent	viables.

La	 fragmentation	 transversale	 a	 montré	 plus	 de	
variants	par	 rapport	 à	 la	 fragmentation	 longitudinale.	
Cependant,	 au	 moins	 au	 niveau	 de	 la	 longueur	 des	
plantes	 et	 des	 feuilles,	 et	 en	 présence	 de	 borax	 et	
scutellum,	 le	 taux	de	variation	a	diminué	par	 rapport	
aux	autres	cas.	La	diminution	des	valeurs	des	caractères	
mesurés	est	un	résultat	souvent	rencontré	par	d’autres	
auteurs.	Qureshi	et	al.	(1992)	et	Cheng	et	al.	(1992)	ont	
trouvé	le	même	résultat	pour	la	grosseur	et	le	nombre	
des	épis.

L’embryogenèse	 somatique,	 qui	 est	 une	 voie	
prometteuse	en	particulier	chez	les	céréales,	a	besoin	
d’être	 améliorée	 incessamment	 en	 apportant	 d’autres	
éléments	 originaux	 au	milieu	 de	 culture.	 Le	 borax	 a	

joué	un	rôle	important	dans	la	prévention	de	la	nécrose	
et	 le	 brunissement	 des	 cals	 embryogéniques.	 Il	 reste	
à	 démontrer	 comment	 il	 agit,	 est-ce	 par	 préservation	
seulement	ou	par	activation	d’autres	zones	callogènes	?	
Nos	connaissances	doivent	être	améliorées,	notamment	
en	 ce	 qui	 concerne	 les	 mécanismes	 moléculaires	
impliqués	dans	les	variations	somaclonales.
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