
Embryogenese somatique du cocotier 
(Cocos nucifera L) : obtention de 

plusieurs clones de vitroplants 
Coconut (Cocos nucifera L.) somatic 

embryogenesis: obtention of several clone ramets 

Resume.- Une Ctape irnportante vient d'&tre franchie dans la 
maitrise de la multiplication vCgetative du cocotier : l'obtention de 
fa~on reproductible de vitroplants sur 5 clones appartenant 2 des 
gknotypes diffirents. Deux sources de tissus prClevCs sur individus 
adultes sont utilisCes : explants foliaires et explants inflorescenciels. 
Le procede rnis en oeuvre comprend les Ctapes suivantes : callogenkse 
surexplants prirnaires, induction de I'ernbryogenkse sur les cals, rna- 
turation des ernbryons, diveloppement des pousses feuillCes et des 
racines. La production regulikre de cals ernbryogknes et d'em- 
bryons sornatiques cornplets a perrnis leur description histologique. 

Mots cles. -Cocos nrrcif'era L, ernbryogenkse somatique, Ctude 
histologique, vitroplants 
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INTRODUCTION 

Le cocotier, gkneralement allogame, n'est multiplie ac- 
tuellement que par voie sexuke. Les seuls espoirs pour par- 
venir B sa propagation asexuke reposent sur les techniques de 
culture in vitro et plus particulikrement sur I'embryogenkse 
somatique. La productivitk des plantations de cocotier pour- 
rait Ctre augmentke de facon significative si l'on disposait 
d'un materiel homogkne obtenu par clonage des individus 
hautement producteurs. La multiplication vCgCtative des 
spCcimens tolCrants ou rksistants offrirait kgalement un 
moyen de lutte efficace contre certaines maladies qui consti- 
tuent une menace rCelle pour les cocoteraies de certaines 
rCgions du globe. Trois Cquipes seulement ont pu, h ce jour 
obtenir la regknkration complkte de plants B partir de tissus 
somatiques [6, 1, 21. Cependant le  clonage du cocotier 
demeure B notre connaissance encore ma1 maitrisk, en raison 
de l'absence de reproductibilitk des rCsultats. 

DCbut 1991, une Ctape importante vient d'&tre franchie 
dans la maitrise de la micropropagation du cocotier par 
I'Cquipe ORSTOM-IRHO qui travaille depuis 1981 sur ce 
sujet [2, 3, 5 , 8  ] : I'obtention reproductible de vitroplants 
reprksentant 5 clones diffkrents. Le schCma du procede 
expkrimental mis en oeuvre est le suivant : 

- Callogenese B partir de fragments de feuilles ou d'in- 
florescences conduisant B la formation de tissus inor- 
ganisks (cals) : 
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INTRODUCTION 

Coconut, which is generally allogarnous, is currently only 
multiplied from seed. The only hopes for its asexual propa- 
gation lie in in vitro culture techniques and more particularly 
in somatic embryogenesis. Coconut plantation productivity 
could be significantly increased if homogeneous material 
obtained by cloning high-yielding individuals firere available. 
Vegetative propagation of tolerant or resistant specimens 
would also offer an effective control of various diseases 
that are a real threat to coconut plantations in certain 
parts of the world. So far, only three teams have been able 
to claim complete regeneration of plants from somatic tis- 
sues [6 ,1 ,2 ] .  However, as far. as MY are aware. (.oconut clo- 
ning has still not been fully mastei.ed. given the lack of 
result reproducibility. 

At the beginning of 1991, an important step forward was 
made in mastering coconut micropropagation, by the 
ORSTOM-IRHO team, which has been working on this suh- 
ject since 1981 [ 2 , 3 , 5 ,  81, with the reproducible obtention 
of ramets ,fr-om 5 dgferent clones. The experimental proce- 
dure used was as follows: 

- callogenesis from leaf or inflorescence fragments, 
leading to the formation of disorganized tissue 
(cal l i );  

( I )  IRHOICIRAD - Loboratoire de ressources genttiques et d'am6lioration 
des plantes tropicales - ORSTOM-91 I, Av. Agropolis, BP 5045, 34032 
- Montpellier cedex I .  France. 

(2) ORSTOM -Laboratoire de ressources gtnttiques et d'am6lioration des 
plantes tropicales - ORSTOM-9 1 I ,  Av. Agropolis, BP 5045, 34032 - 
Montpellier cedex I ,  France. 
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- maintien en culture des cals isolCs et induction de 
l'embryogenbse ; 

- maturation puis conversion des embryons. 

La nCoformation reproductible d'embryons complets a CtC 
obtenue grdce a la mise en place d'une approche analytique 
(etude histologique, Ctude de la composition des milieux) ; 
elle a permis de mieux apprkhender les causes de blocage ou 
de deviation de I'embryogenkse somatique frkquemment ob- 
servCs sur cocotier. 

Cette note de synthkse fait le point des rCsukats obtenus 
rCcemment et tient compte de I'aspect Cvolutif des cultures 
tant au niveau morphologique qu'au niveau histocytologique. 

MATERIELS, METHODES ET PRINCIPAUX 
RESULTATS 

t 

Callogenese a partir d'explants foliaires et inflore- 
scenciels 

Cette Ctape est actuellement maitrisCe sur les deux sources 
tisgulaires travaillees (feuilles et inflorescences immatures). 
Le materiel vCgCtal, fourni par la station de selection 
M. Delorme de CBte-d'Ivoire, est prClevC sur des individus 
adultes (20-25 ans). I1 provient essentiellement de la variCt6 
Nain Jaune Malais et de I'hybride Nain Jaune Malais x 
Grand Ouest Africain (hybride PB121 crCe par I'IRHO- 
CIRAD). 

Les explants foliaires sont constituts de fragments (lon- 
gueur Icm) de jeunes feuilles non ehlorophylliennes, les ex- 
plants inflorescenciels sont reprCsentCs par des fragments 
d'Cpillet (longueur 1.5 mm) appartenant 2 de jeunes in- 
florescences (spathejnterne comprise entre 15 et 40 cm de 
longueur) 

1 
Le milieu de base prCctdemment dCcrit [3] est additionnC 

de 30 a 80 mg/l de 2.4-D (acide 2,4-dichlorophCnoxyac6ti- 
que) en prtsence de charbon actif (2 ou 3 gfl). Les gammes 
de concentrations utilisees tiennent compte des diffkrences 
de rCactivitC entre les individus de meme origine genCtique 
ou d'origines diffkrentes. 

Les premiers cals apparaissent quatre mois aprbs la mise 
en culture (Fig. 1 et 2) et l'optimum de callogenbse se situe 
aux environs du neuvibme mois (35 a 40% des explants sont 
alors porteurs de cals). 

Les Ctudes histologiques ont permis de mettre en Cvidence 
deux origines possibles pour la formation des cals : 

- une origine interne au niveau des cellules pCrivascu- 
laires des explants foliaires (Fig. 3) et du rachis des 
fragments inflorescenciels ; 

- une origine externe au niveau des mCristbmes floraux 
miles prkexistants (Fig. 4). 

Quelle que soit leur origine tissulaire, la croissance et la 
multiplication des cals est assurCe par la mise en place d'une 
assise mCristCmatique peripherique organisCe de part en part 
en assise de type cambial. 

Induction de I'embryogenese 
Les cals sont isolCs de l'explant a partir du sixibme mois 

de culture et sont places sur un milieu enrichi en 2.4-D par 
rapport la concentration initiale ; ces conditions de culture 
peuvent conduire aprks des dClais variables (18 12 mois) a 
I'induction de l'embryogenkse suivant deux voies pos- 
s i b l e ~  : 

- l'une, d'origine pluricellulaire, h partir de structures 
mCristCmatiques CpidermisBes qui apparaissent a la 
surface de certains cals (Fig. 5). Cette voie conduit ti 
la ntoformation de structures de type embryon sou- 

- subculture of isolated calli and embryogenesis induc- 
tion; 

- embryo maturation, then conversion. 

Reproducible neoformation of whole embryos was obtai- 
ned by taking an analytical approach (histological study, 
study of medium compositions); this provided a better un- 
derstanding of the reasons for the halt or deviation in 
somatic embryogenesis often seen on coconut. 

This brief note takes stock of recently acquired results and 
takes into account the evolutionary nature of the cultures, 
from both a morphological and a histocytological point of 
view. 

MATERIAL, METHODS AND MAIN RESULTS 

O Callogenesis from leaf and inflorescence explants 
This stage has now been mastered on the two tissue 

sources worked on (immature leaves and inflorescences). 
The plant material, supplied by the M. Delorme station in the 
Ivory Coast, was taken from adult individuals (20-25 years) 
and came primarily from the Malayan Yellow Dwarf variety 
and the Malayan Yellow Dwarf x West African Tall hybrid 
(PB 121 hybrid created by IRHO-CIRAD). 

The leaf explants comprised fragments (I cm long) of 
young non-chlorophyllous leaves and the inflorescence ex- 
plants were spikelet fragments (I  to 1.5 mm long) from 
young inflorescences (internal spathe between 15 and 40 cm 
long). 

Thirty to 80 mg/I of 2,4-D (2,4 dichlorophenoxyacetic 
acid) were added to the basic culture medium described 
previously [3], in the presence of activated charcoal (2 or 
3 gll). The different concentrations used took into account 
the diflerences in reactivity between specimens of the same 
genetir origin or of different origins. 

The first calli appeared four months after the start of cul- 
turing (Figs. l and 2 )  and optimum callogenesis occurred at 
around the ninth month (35 to 40% of explants then bore 
calli). 

Histological studies revealed two possible origins for cal- 
lus formation: 

- an internal origin in the perivascular cells of leaf 
explants (Fig. 3 )  and of the rachis of inflorescence 
fragments, 

- an external origin in the pre-existing male floral 
meristems (Fig. 4 ) .  

Whatever their tissue origin, calli growth and multiplica- 
tion is ensured by installing a peripheral meristematic layer 
organized here and there through as a cambial type layer. 

O Embryogenesis induction 
The calli were isolated from the explant from the sixth 

month of culturing onwards and placed on a medium rich in 
2,4-D compared to the initial concentration; after varying 
lengths of time ( I  to 12 months) these culturing conditions 
resulted in embryogenesis induction, in two possible ways: 

- one,  of multicellular origin, from epidermized 
meristematic structures that appeared on the sur- 
face of certain calli (Fig. 5 ) .  This way led to neo- 
formation of often incomplete embryo type 
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vent incomplbtes (haustorium avec ou sans racine, em- 
bryons soudks a aspect parfois foliact) ; 

- l'autre, d'origine unicellulaire, caractkriste par des 
cellules embryogknes a gros noyaux, 21 cytoplasme 
dense riche en prottines solubles (coloration par le 
Naphthol Blue-Black). Ces cellules sont isolCes du 
reste du cal par un tpaississement de leur paroi mis en 
Cvidence par une coloration au P.A.S. (Fig. 6). Elles 
rappellent alors les cellules embryogknes dCcrites sur 
palmier B huile [7]. Cette second~voie conduit i la for- 
mation de proembryons qui possbdent les caracttristi- 
ques des premiers stades de I'embryon zygotique (Fig. 7). 

Maturation des embryons et obtention de pousses 
feuill6es 

La maturation des embryons est obtenue en rtduisant pro- 
gressivkment la concentration en 2,4-D utilisCe en embryo- 
gentse. Des coupes histologiques d'embryons somatiques 
ont permis de mettre en evidence un apex caulinaire parfai- 
tement structurt (Fig. 9) et la prCsence de rCserves d'amidon 
dans le tissu haustorial a l'opposC du mCristkme de tige (loca- 
lisation identique 2 celle trouvCe dans l 'embryon zygotique). 

Le dtveloppement des pousses feuilltes est rCalisC sur un 
milieu dtpourvu d'hormones (Fig. 8 et 10). L'tmission de la 
racine peut parfois s'observer spontanCment (sans traitement 
hormonal) ; cependant, dans la majorit6 des cas, elle nCces- 
site un traitement auxinique h base d'ANA. 

CONCLUSION 

Les r6su)tats rtcents obtenus par l ' tquipe ORSTOM- 
IRHO/CIR:AD ont conduit B la mise au point d'un premier 
protocole exptrimental permettant I'obtention reproductible 
d'embryons somatiques complets. Une vingtaine de vitro- 
plants appartenant 5 clones difftrents ont pu &tre ainsi ob- 
tenus i partir d'explants foliaires et inflorescenciels. Le 
nombre de vitroplants rCgtntrts par clone reste faible en raison 
de l'absence de phase de multiplication des embryo'ides. La 
maitrise de la proliftration intensive des embryons n6o- 
form&, est actuellement recherchte au Laboratoire. Elle re- 
prtsente la condition indispensable pour une application B 
grande tchelle. 

Les techniques de rCgCnCration in vitro par embryogenkse 
samatique pouvant &tre source de variation somaclonale, il 
est dks B prCsent indispensable de vtrifier la conformitt des 
plants produits par ce protocole. Les premibres observations 
concernant les caracttristiaues de croissance et l'aspect vC- 
gttatif des vitroplants rCgCnCrts sont tout a fait encoura- 
geants (Fig.10, 11, 12). 

Remerciements. - Nous remercions la station de recherche 
M. Delorme (Port Bouet, CBte-d'Ivoire) pour la fourniture 
du matCriel vtgttal et pour sa prtcieuse collaboration. 

structures (haustorium with or without root, fused 
embryos, sometimes of a leaf-like appearance), 

- the other, of unicellular origin, characterized by em- 
bryogenic cells with a large nucleus and dense cyto- 
plasm rich in solubleproteins (staining with Naphthol 
Blue-Black). These cells were isolated from the rest of 
the callus by thickening of their wall, revealed by stai- 
ning with P.A.S. (Fig. 6) .  They are similar to the em- 
bryogenic cells described for oil palm [7]. This 
second way led t o  formation of proembryos, which 
had the characteristics of the first stages of zygotic 
embryos (Fig. 7 ) .  

Embryo maturation and obtaining shoots 

Embryo maturation was achieved by gradually reducing 
the 2,4-D concentration used for embryogenesis. Histologi- 
cal cross-sections of somatic embryos revealed a perfectly 
structured shoot meristem (Fig. 9 )  and the existence of 
starch reserves in the haustorial tissue opposite the stem me- 
ristem (identical location to that found in zygotic embryos). 

Shoot development was carried out on a hormone-free 
medium (Figs. 8 and 10). Root emission was sometimes seen 
to be spontaneous (no hormone treatment), but in the majo- 
rity of cases an NAA-based auxin treatment is required. 

CONCLUSION 

The results recently obtained by the ORSTOMIIRHO- 
CIRAD team have led to the development of an initial expe- 
rimental procedure for reproducible obtention of whole 
somatic embryos. Twenty or so ramets belonging to 5 diffe- 
rent clones were obtained in this way from leaf and inflores- 
cence explants. The number of ramets regenerated per clone 
remains small due to the absence of an embryoid mul- 
tiplication phase. The command of intensive neoformed em- 
bryo proliferation, currently being sought in the laboratory, 
is a prerequisite for the large scale application. 

As in vitro regeneration techniques involving somatic em- 
bryogenesis could be a source of somaclonal variation, it is 
now essential to check that the plants produced using this 
procedure are true-to-type. Initial observations of the 
growth and vegetative appearance of regenerated ramets 
are most encouraging (Figs. 10 ,11 ,  12). 

Acknowledgements. - We should like to thank the 
M. Delorme research station (Port Bouet, Ivory Coast) for 
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RESUMEN 

Embriogenesis somatica del cocotero (Cocos  nucifera L.) : obtencion de 
varios clones de plantulas in vitro. 

VERDEIL J.L.. HUET C.. GROSDEMANGES F.. RIVAL A. y BUFFARD-MORELJ., Ole'a- 
gineux, 1992, 47, N" 7, p. 465-469 

Una etapa importante para el dominio de la propagaci6n vegetativa del cocotero acaba de 
superarse : se logro obtener plantulas in vitr-o reproductibles en 5 clones pertenecientes a 
genotipos distintos. Se emplean dos tipos de tejidos tornados en individuos adultos : explantes 

, de hojas y explantes de inflorescencias. El proceso empleado incluye las siguientes etapas : 
callogenesis en explantes primaries, induccidn de la embriogtnesis en 10s callos, maduracidn 
de 10s ernbriones, desarrollo de 10s brotes con hojas y de las raices. La producci6n regular de 
callos de embriogknesis y de embriones somiticos completes hizo posible su descripcidn his- 
tologica. 

Palabras claves.-Cocos nucifer-a L., embriogenesis somatica, histologia, pli4ntulas in vitr-o. 

Legendes photos : 

FIG. I. - Cals sur explant foliaire ( x  1,4) apris 4 mois de culture - (Ca l l i  on leaf explant (x 1 . 4 )  after 4 month's culturing) 
FIG. 2. -Cali  neoformbs au niveau des territoires floraux ( x  2.2). Observations rtalisees 21 partir du 4e mois de culture. - (Neoformed calli infloral zones 

-x 2.2-1. Observations carried outfrom 4th month of culturing onwards) 
FIG. 3. - Coupe histologique d'un explant foliaire porteur de cals : nodules mtristtmatiques prenant naissance au niveau des cellules pCrivasculaires ( x  4.5) 

(Histological cross-section of a 1eafe.rplant with calli : merismatic nodules forming in perivasrular cells -x 4.54 
FIG. 4. -Coupe histologique d'un explant ~nflorensciel porteur de cals d'origine externe prenant naissance au niveau du meristeme floral (x 12) - (Histological 

cross-section ofan inflor.escence e.rplant with calli of external origin forming in the floral meristem -x 1 2 - )  
FIG. 5. - Structure embryogene apparue a p r h  isolement des cals et donnant naissance a des embryons (x 1,4) - (Embryogenic structure appearing after callus 

isolation and giving rise to embryos -x 1.4. )  
FIG. 6. - Coupe histologique d'un cal embryogkne (doublc coloration PAS-naphthol Blue-Black)(x 89) - (Histological cross-section of an embryogenic callus 

-dual staining with PAS-Naphthol Blue-Black- x 8 9 . )  
FIG. 7. - Individualisation de cellules embryogknes et de proembryons au sein d'un cal par epaississement des parois extemes (x 89) - (1ndividuali;ation of 

embryogenic cells and proembryos in a callus through external cell w,all thickening -x 89-  J 
FIG. 8. - Massif d'embryons avec emission des premii-res gaines foliaires (x 1,6) - (Embryo clump with emission ofthe first leafsheaths -x  1 . 6 )  
FIG. 9. - Coupe dans un embryon somatique montrant la presence d'un apex caulinaire bien structure ( x  45) - (Cross-section o f a  somatic embryo showing the 

existence of n well structured cauline apei- -X 45.) 
FIG. 10. - Pousse feuillte obtenue B partir d'un embryon somatique isole ( x  0,6) - (Shoot obtained,from an isolated somatic embryo - x  0.6 . )  
FIG. 11. - Systi-me racinaire d'un vitroplant de cocotier en ptpiniere ( x  0,5) - (Root system ofa  coconut ramet in the nursery -x 0.5-J 
FIG. I t .  - Vitroplant issu d'embryon somatlque aprks acclimatation et transfen en sol ( x  0.3) - (Ramet from a somatic embryo after acclimatization and transfer 

to soil -x 0.3-) 
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