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Résumé

Une étude concernant l‘application des nouvelles biotechnologies
végétales, notamment la multiplication végétative conforme (ou
Micropropagation), la culture de méristémes et la conservation de
génotypes cultivés a été realisée dans le cadre d'une station de
recherches en production vegetale.

La multiplication conforme des plantes cultivées par
micropropagation constitue un moyen sir, parfois incontournable, en
mettant a la disposition des expérimentateurs du materiel important
comprenant un grand nombre d'espéces horticoles, maraichéres,
arboricoles fruitiéres, aromatiques et médicinales, pour permettre la
réalisation des travaux portant sur :

Clonage

Sélection
Amélioration
Domestication

Tests de contréle
Fabrication d'antiséra

La culture de méristémes associée a un traitement a la chaleur
(thermothérapie) in vitro permet également :

¢ la guérison des maladies virales sur la pomme de terre et sur
I'échalote,

¢ la création rapide de matériel de base nécessaire aux travaux de
sélection

¢ |la contribution a Famélioration de I'environnement de culture en
diminuant ainsi les sources d'épidémies au champ.

La conservation in vitro confere a 'ensemble du matériel de base
(especes et variétes) une protection efficace contre les risques
d'infection provoqués par la présence permanente de microorganismes
pathogénes que comporte la culture traditionnelle.

Ces biotechnologies végeétales constituent aussi un moyen efficace et
nécessaire permettant d'apporter une aide directe dans les projets
d'aide aux pays en développement, qui sont coordonnés par 'Agence
de Coopération au Développement Suisse (DDC), notamment au
Népal au Burundi et au Rwanda.



Microbouturage in vitro de I'Aeschynanthus

hildebrandii H. Emsl.
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Introduction

La régénération des différentes Gesnériacées par la
culture in vitro a été décrite pour Udchimenes (GRUNE.
wALDT, 1977). pour I'Episcia (Jounsox. 1978 ; BiLKEY et
Mc Cown, 1979}, pour le Gloxinia (MURASHIGE, 1974
BigoT. 1974), pour le Kohleria (HuGHEs. 1978), pour le
Saintpaulia (Svary et Cumming, 1976: Cookr, 1977;
BiLkey et al.. 1978), pour le Sinningia (Haramax, 1971
GRUNEWALDT, 1977). pour le Smithiantha (MonNcoUSIN,
1978) et pour le Stepiocarpus (APPELGREN et HEIDE,
{972; Raman. 1977).

Dans ce travail, nous avons tenté d'induire la formation
des bourgeons adventifs sur les fragments de feuilles
d’Aeschynanthus cultivés sur différents milieux artifi-
ciels et d'obtenir des plantes entiéres a partir des
microboutures issues de Porganogenése directe,

Qtériel et méthodes

Des feuilles prélevéessur des tiges florales d’deschvnan-
thus élevées en conditions de serre sont utilisées dans nos
essais, Celles-ci, aprés avoir été préalablement nettoyées
a I'eau courante. sont irempées rapidement dans 1'étha-
nol a 70% et désinfectées en surface & I'hvpochlorite de
sodium & 3% pendant 15 minutes. Ensuite elles sont
rincées plusieurs fois & 'eau stérile et découpées en trois
ou quatre portions de | cm? environ de fagon que chaque
fragment excisé posséde une partie de la nervure prin-
cipale (Fig. 1), Les fragments de feuille ainsi préparés ont
été placés sur un milien de culture de MurastiGE et
SkoodG (1962). additionné d'une solution de vitamines
renfermant 0.1 mg/l de thiamine, 0.5 mg/l de pyridoxi-
ne. 0.5 mgs1 d’acide nicotinique et 100 mg/l de myo-
inositol. A ce miliev de base est ajouté du saccharose a
raison de 30 g/1. Les régulateurs de croissance sont
apportés a des concentrations variables allant de 0 a
1 mg/l pour "acide a-naphthaléne-acétigue (ANA) et de
0 a 10 mg/1 pour la N6-Benzyladénine (BA). Une fois le
pH ajusté a 3.7 avec de l'acide chlorhyvdrique ou de la
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Fig. | a. Découpage d'une feuille aprés la désinfeclion en surface,
{Photo L&)

Fig. 1 b. Explantat fraichement mis en place sur te milieu nulsilif.
{Photo L&)
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Fig, 2. Apparilion des ébauches debourgeon a lasurface de V'explaniat.

(Pholo Lé&)

soude, le milieu est solidifié par de la gélose a 0.8%
(Difco Bacto Agar) et stérilisé a 'autoclave pendant 15
minutes a 120°C. Les cultures sont ensuite placées dans
une enceinte climatisée a la rempérature de 23+£1°C de
Jour et de 18=1°C de nuit, et éclairées pendant 16 heures
a 5000 lux (tubes fluorescents Sylvania de type Cool
White de 215 w). L'humidité relative a ét¢ maintenue 4
60 + 5% pendant toute la durée de culture. L’enracine-
ment des microboutures s'est effectué sur le milieu de
MuRrasHIGE et Skooc (1962) dilué de moitié avec 0,01
mg/l d’acide a-naphthaléne-acétique (ANA).

Résultats
Organogenése

Toutes les parties de la feuille d’Aeschynanthas sont
capables de se regénérer et donner naissance a des
plantes entieres en culture in vitro. L'initiation a la
formation des organes sur les fragmenis excisés esi
stitnulée par la présence des substances de croissance
dans te milien nutritif. Toutefois le devenir de {’organe
est modulé par la quantité respective des auxines et
cytokinines entrant dans la composition du milieu
méme {SkooG et MuLer. 1937; Skoog, 1971). Les
premiéres réactions se sont manifestées dans la partie
basale de I'explantat vers la fin de la deuxiéme semaine
de culture; un cal léger, de couleur vert clair, apparu sur
la ligne de coupe s’est développé assez rapidement pour
former un tissu compact sur lequel voni émerger les
primordias de bourgeons a la grandeur d’une téte
d'épingle. Cependant les jeunes bourgeons adventifs ne
sont visibles que vers la quatrtéme semaine sur I’'ensem-
bie de nos cultures (Fig. 2). Le développement total des
Jjeunes pousses qui sont prétes a étre repiquées en milieu
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d’enracinement a fieu 4 la fin de la huitiéme semaine de
culture (Fig. 3). L’équilibre phytochormonal composé de
0.01 mg/l d’acide a-naphtaléne-acétique et de 0,1 mg/
de N6-Benzyladénine s'est montré le plus favorable 4 la
production des bourgeons; de méme que pour la com-
binaison de 0,01 mg/l d’acide a-naphthaléne-acétique et
1 mg/! de N6-Benzyladénine. Une augmentation 2
10 mg/i de N6-Benzyladénine dans le milieu de culture
n'induit que peu de formation de bourgeons, ceci se
manifeste sur toutes les combinaisons avec de 1'acide
a-naphthaléne-acétique, Par contre, une prolifération

- decal et deracines a été observée sur les milieux enrichis

soit uniquement en acide a-naphthaléne-acétique, soit
en association avec de faibles concentrations de N6-
Benzyladénine. Dailleurs, il convient de noter qu’une
néoformation de bourgeons et de racines s’est produite
sur le méme explantat pour les combinaisons ayant
un rapport auxines/cytokinines voisin ou égal a |

(Fig. 4).
Enracinement

De jeunes pousses de taille de 0,51 em obtenues iors d’
’organogenése sont soigneusement prélevées sur l'ex-
plantat et repiquées individuellement sur yn milien nenf
(voir matériel et méthodes) pour favoriser le développe-
ment du systéme radiculaire (Fig. 5). Les premiéres
racines font leur apparition 2 la deuxiéme semaine de
cubture. mais il faut attendre jusqu'a la quatriéme
semaine pour que toutes les microboutures aient bien
développé leur appareil radiculaire (Fig. 6). Une réduc-
tion de I'intensité lumineuse et de la concentration en
sucre pendant cette phase de préparation ne s'avere pas
indispensable a I'initiation de la rhizogenése comme
I'ont remarqué Startet Cumming, 1976 et BILKEY et al..
1978 pour le Saintpaulia.

Transfert en milieu naturel

Afin de permettre le transfert des jeunes plantules
racinées en conditions naturelles avec un maximum de
réussite. nous avons retiré les jeunes individus des
récipients de cuiture, les avons rincés a l'eau tiéde pour
enlever toute trace d'agar restant sur les racines. Ensuit
nous les avons repiqués sur un substrat composé de
TKS 1 et de Perlite a raison de 10%. et les avons placés
sous une atmosphére saturée d'humidité pendant
20 jours pour éviter une trop forte déshydratation qui
pourrait compromeitre leur croissance ultérieure. L'ac-
climatation s’est effectuée par la réduction progressive
de 'humidité relative vers la fin de cette période. La
température du local d’acclimatation est maintenue 3
23=1°C de jour et 18£1°C de nuit avec un éclairement
de 16 heures par jour 4 2000 lux. Ainsi 95% des plantes
acclimatées ont pu poursuivre leur croissance une fois
transférées en conditions de culture de serre.

Conclusion

La méthode microbouturage décrite dans ce travail a
bien démontré I'obtention facile et rapide du matériel
végétal d'desclivnanthus par la technique de culture in
vitro des fragments de feuille. Le grand pouvoir de
régénération des explantats d’origine foliaire pourrait
étre intéressant dans une perspective de multiplication



Fie. 3. Développement des jeunes pousses

apeés 8 semaines de culture dans un tube de

.::m: de 25 mm de diamétre. (Photo Ser-
}

Fig. 4. Production de bourgeons et de racines sur le méme eip]amm,
{Photo Lg)

1cm

Fig. 5. Jeune microboulure i Nenracinement. (Phato Lé)
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Fig. 6. Plame racinée aprés |2 semaines de culinre. (Photo Lé)

accélérée de nouvelles variélés. Selon notre mé-
thode une feuilie d'deschynanthus donne en moyeune
50 plantules, par I'organogenése directe, qui sont prétes
a &tre transférées en miliew naturel aprés 12 semaines de
culture. Ainsi nous espérons mettre a la disposition des
producteurs une nouvelle possibilité de muitiplication
qui pourrait leur permelttre de réduire le temps et le codt
de production cn comparaison avec celle pratiquee
actuellement en culture tradilionnelle.
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Résumé

La culture mr vigro de fragments de feville d*Aeschynanthus sur un
milicu d¢ base de MURASHIGE ¢l SkooG (1962], additionné de 0. § me/]
de thiamine. 0.5 mg/l de pyridoxine. 0.5 mgA d'acide nicolinique.
100 meg/l de mvo-inositol. 0.01 me/! d'acide a-napbihaléne-acétique.
0.1 mg/l de Né-Benzyladénine, 30 000 mg/l de saccharose el 0.8%
d'agar a permis d'obtenir des bourgeons sdventils aprés 8 semaines de
culture. Un nombre moven de (53 20 jcunces pousses & €1¢ oblenu par
fragment excisé. Llinitiation a la rhizogenése a ét¢ provoguce sur un
milicu neul dont la concentrittion co scls minéraux e réduiic de
moitié ¢t ne contenanl plus guc 0.01 mesl d'acide a-naphihaléne-
acétique. L acclimatation des jeunes plantes s'¢s1 effeciuée. 4 la fin de
la douziéme semaine de culiure. d abord sous unc atmosphére saturde
d’humidité. ensuite en 1a réduisant progressivement. 95% des planics
ainsi préparées onl poursuivi leur croissimce normalement en condi-
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tions de culture sous verre. Cetie méthode démontre ['avanmage de la
technique de culture in vifre pour la multiplication accélérée de
nouveaus cullivars en comparaison avec celle effectuée par le
bouturage classique.

Zusammenfassung

In vitro Kulter von Blausticken von auf einem Agarmedium nach
MURASHIGE el SK00G (1962) ergéinzt mit 0.1 mg/t Thiamin, 0.5 mg/l
Pyridoxin, 0.5 mg/l Nikotinsdure, 100 ng/1 Myvo-inositol. 0.01 mg/t
Naphthalin- t-essigsiure. 0.1 mg/l N6-Benzyladenin, 30 000 mg/l
saccharose und 0.8% Agar erméglichie eine Adventivknospenbildung
nach 8 Wochen. Jedes Blattstiick ergab im Durchschnict 15 bis 20
Stecklinge. Die Wurzelbildung wurde aufl einem nesen Medinm mit
aul die Hilfie verringerter Mineralsalzkonzentration mit 0.0 mg/l
Naphthalin-1-essigsdure hervorgerufen. Die Stecklinge wurden nach
12 Wochen zwerst in eine Fcuchtigkeirsgesitrigte Umgebung. dic
allmébhlich reduziert warde. verpflanzt. 95% der Stecklinge haben sich
im Gewichshaus normal weiterentwickelt, Dicse Methode zeigl die
Vorteilhalligkeit der in virre Kultur fiir eine beschleunigle Ver-
mehrung neuen Soren im Vergleich zur klassischen Vermehrung.
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La multiplication rapide des pommes de terre

par le microbouturage
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Introduction

La multiplication traditionnelle de la pomme de terre
se caractérise par un taux de reproduction tres faible,
comparativement i toute autre espéce de plante culti-
vée, Une plante de pomme de terre produit annuelle-
ment 3 a 15 tubercules-plants. La micropropagation
par boutures permet de réaliser un rapport de multi-
plication allant de un a plusieurs milliers. En France,
les chercheurs de la Station d’Hanvec indiquent la
production d’un million de boutures en sept mois a
partir d’un seul germe (ANONYME, 1983).

La multiplication des espéces végétales par bouturage
est pratiquée depuis I'ancien temps et largement
répandue en horticulture. Pour la pomme de terre en
revanche, le bouturage n’est appliqué sur une grande
échelle que depuis une dizaine d’années environ.
Lutilisation en routine de cette méthode a pris une
extension considérable & partir de 1976. En effet, cette
année-la, de graves problemes de ravitaillement en
plants ont surgi en Europe, a Ia suite d’une forte et
brusque dégradation de la qualité sanitaire. Le boutu-
rage a ainsi pecmis de multiplier trés rapidement des
variétés parfois menacées en raison de leur sensibilité
aux maladies virales (Rossion, 1977).

Dans notre pays, on ne pratique pas de création de
variétés de pommes de terre et, par conséquent, il n’y
a pas de sélection conservatrice. En revanche, une
sélection sanitaire massale est effectuée poar toutes
fes variétés inscrites sur la liste officielle. Dans nos
régions, les conditions de multiplication des plants
sont, selon I'année, assez difficiles, en raison de I'ap-
parition précoce des pucerons vecteurs de virus. Nous
devons ainsi régulierement renouveler notre matériel
de base par des importations d’environ 1500 a 2000
tonnes de plants de multiplication par an. Il arrive par-
fois que I’approvisionnement en plants de base pose
des difficultés pour des raisons sanitaires. C’est alors
sur demande des organisations de producteurs de
plants sélectionnés que nous pratiquons le bouturage,
ptincipalement pendant les saisons d’automne et
d’hiver.

Lutilisation de boutures permet également de stocker
du matériel géniteur dans un espace trés fimité. En
Europe, une banque de génes comprenant des varié-
tés cultivées ainsi qu’'un grand nombre d’especes pri-
mitives est instaliée a Braunschweig (Allemagne)

L Avec la collabaration technigue de J.-P. Dutoail et D. Thomas.

Revue suisse Agric. 17 11]: 11-18_ 1985

dans la «Living Collection» (Mix, 1980 et 1981). Le
matériel végétal peut &tre conservé in vitro pendant
une durée indéterminée et a ’abri de toute contami-
nation parasitaire. Un repiquage tous les six & vingt-
quatre mois selon les variétés et les températures de
végétation, semblerait suffisant pour assurer une
bonne conservation (MaDEcC et Francols, 1981).

Dans le travail ci-apreés, nous décrivons les méthodes
de bouturage telles que nous les appliquons 4 Chan-
gins, ainsi que les résultats obtenus.

Description des méthodes de bouturage
utilisées

Le matériel végétal prévu pour une multiplication par
clonage sera indemne de toutes maladies virales, bac-
tériennes et fongiques afin d'éviter la transmission
d’agents pathogénes. Le bouturage peut étre pratiqué
en éprouvette (in vitro) ou en terre. La multiplication
d’une variété a partir d’un germe de pomme de terre
exige un premier bouturage en principe effectué dans
des conditions stériles in vitro. Cette technique peut
aussi étre appliquée pour assainir du matériel conta-
miné par les virus. 1l s’agit de faire une ou plusieurs
cultures successives a partir du méristéme, combinée
avec 'application d’inhibiteurs des virus et la thermo-
thérapie (Grison 1979, Le Cong-LINg, 1984).

Bouturege in vitro

H s’agit d’abord de mettre en germination des tuber-
cules exempts de maladies. Lorsque les germes attei-
gnent quelques centimeétres, ils sont prélevés des
tubercules sous un flux d’air laminaire stérile. Lextré-
mité coupée du germe est obturée a la paraffine avant
ladésinfection afin d’éviter un éventuel dégat du tissu
végétal par le produit désinfectant. Les fragments de
germes ainsi préparés sont désinfectés en surface pat

Fig. I. Germe de pomme de lerre coupé en segments pour la mise en cullure
in vitra,

H



Fig, 2 Bouture fn vitro aprés | semiaine de vegetition {gauche] el aprés 4-3 semaines (droie).

un passage rapide dans 'éthanot & 70%, suivi d’un
double trempage dans I'hvpochiorite de sodium a
0,5%, additionné de quelques gouttes de mouillant
{Teepol} pendant dix minutes chacun. Ensuite les
fragments sont rincés 3 a 4 fois a 'eau distillée stérile
et séches entre deux feuilies de papier filire stérile.
Les germes sont découpés en autant de trongons de
| cm de long environ (fig. 1) qu'il v a de nceuds; on
place ces fragments dans des tubes de culture en verre
de 2§ X 150 mm, contenant chacun 15 mt de milieu
nutritif CMS (CorLeT, 1983) composé des substances
suivanles (mg/l):

KNO, (1213)
Cu(NO.), - 4H,0  (708)
MgSQO, - 7H,0 {370)
NH,H.PO, (230)
MnSO, - H,0 (8.4)
H,B0O, {6,2)
ZnS0O, - TH,0 (2,87
Na,Mo0O, - 2H,0 (0,29
CuSo, - SH,0 (0,25)
CoCl, - 6H,0 {0,025}
Kl {0,83)
FeSO, - TH,0 (5.56)
Na,EDTA - 2H.O (22,4)
Saccharose (20000)

Le pH est ajusté a 3.7 avec de Facide chlorhyvdrique ou
de la soude caustique ; le milieu de culture est solidi-
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fié par de 'Agar (Difco Bacto Agar) 2 0.7% et stérilisé
a lautoclave pendant gquinze minutes & 12]°C
(1.1 kg/cm?).

Environnement de la culture

Lumiére: Les conditions d’éclairement sont celles de la
chambre de culture Weiss — (ype [2'E/14-PK ; I'éclai-
rement est assuré par des (ubes fluorescents Sylvani
de type Cool White de 215 W donnant 200 ¢« W/em
environ au niveau des plantes.

Température: La température est de 20 % 1°C le jour, et
de 16 = 1+C la nuit.

Hygrométrie: Une humidité relative de 55 a 60% est
maintenue dans t'enceinte de culture pendant toute la
période d’expérimentation.

Apres quatre a cing semaines de culture, les premiers
fragments de germe donnent naissance i de jeunes
plantules (lig. 2). Celles-ci soni retirées des tubes et
fragmentées a leur tour en § & 6 segments (micro-
boutures) selon la technique proposée par NOZERAN e/
wl. (t977), dans le but d'obtenir une teproduction
rapide de clones de pommes de terre (fig. 3). Ces
microboutures, contenant chacune un bourgeon axil-
laire. sont repiquées sur un milicu neuf de méme
composition que ceful mentionné plus haut pour
poursuivre leur ¢roissance et servir de matériel de
départ pour d’autres cycles de multiplication.



Culture sur substrat artificiel

De méme que pour le microbouturuge ##viio, cetle
opération consiste & translérer des fragments de jeu-
nes pluntes {microboutures) obtenus in vitro sur subs-
trat artificiel de type Grodan (laine de roche) disposé
dans des enceintes de culture transparentes (fig. 4) et
a favoriser le déveleppement de nouvelles plantes
moyennant un apport de substances nutritives, Cette
selution nutritive est identique i celle utilisée en cul-
ture iz vitry, mais réduite au quarct de sa concentration
initiale. Les conditions de culture sont les mémes que
celles pratiquées en microboutucage in viiro.

Bouturage en terreau fex vitro)

Contrairement au bouturage in vitre, on n'utilise pas
le germe, mais une tige prélevée sur la plante-mére,
Les pieds-mére proviennent soit de plantes obtenues
in vitro et sevrées sur un milieu semi-stérile, par
exemple laine de roche {voir ci-dessus), 50it de plan-
tes normales obtenues a partic d’un tubercule. Les
fragments de tiges préleves sur les plantes-mére sont
piqués dans des presse-mottes, petits cubes de terreau
.d’environ 3.5 cm de ¢coté. Les plateaux avec les nou-

Fie. t Phantule coupée en segments de riees avee une ieuille pour un nou-
VO TE Py L.

Fiy. 4. Repiquage sur substral aniliciel. genre Grodan (laine de roche).

veaux repiquages sont recouverts d’un film plastique
transparent et mis en culture dans des chambres ch-
matisées (fig. 5). Les températures sont de 24 4 25°C
avec une intensité lumineuse d'environ 600 uwatt/
cm?. Apres quatre semaines de végétation, 4 a 5 nou-
velles feuilles sont formées et un nouveau bouturage
peut étre entrepris.

Fie. 5 Repiquages ¢ presse-moltes labriqués avec du terreau.
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Influence du type de terresu sur la reprise
et la croissance des boutures

Dans un travail de bouturage en presse-mottes, décrit
par AMAUDRUZ (1981), 4 terreaux ont été examinés:

a Terreau étranger avec un taux élevé de matiere
organique et trés riche en matieres nutritives.

b Terreau de serre de Changins, moins riche et
moins équilibré que le premier.

¢ Unmélange contenant 1/3 (volume) desable et 2/3
du terreau a,

d Un mélange contenant 1/2 (volume) de perlite et
1/2 du terreau a.

Tableau 1. Résultats de I'analyse des terreaux.

Mat. mg/ 100 g de terresu aec
Terreaux °{§‘ pH N Ps0s K0 Cs Mg  Salinité

9f100 g

Beiflor = a 35 4,3 2240 80,0 210,0 825 41,6 1,498
b 25 7.2 248 56 56,7 300 4.7 0,182

Serre

Les résultats présentés dans la figure 6 montrent qu’il
N’y a que trés peu de différence dans le développe-
ment des boutures selon les terreaux (fig. 6 et tabl. 1).
Le mélange de sabie et terreau ¢ sembie un peu moins
favorable 4 la croissance tandis que le mélange de per-
lite et terreau d semblerait mieux convenir; les diffé-
rences ne sont cependant pas significatives.

Influence de l'intensité lumineuse
sur I3 croissance des boutures

Des essais ont é!é effectués dans les chambres de
croissance avec 3 intensités lumineuses et une photo-
période de seize heures par jour: .

— Ly= 960 Lux = environ 170 gwatt/cm?:

- L
— L, = 2570 Lux = environ 5004 watt/cm?.

1690 Lux = environ 300 gwatt/cm?;

Limportance d'une intensité lumineuse suffisante
ressort de la figure 7. Une luminosité trop faible a
POUr conséquence un mauvais enracinement des bou-
tures, ainsi que la formation de peu de feuilles par
bouture tant pour la variété Bintje que pour Palma.
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Fig. 6. Influence de |a nature des terreaux sur 13 croissance des boutures:
a=terreau Belllor, b = terreau de serre, ¢ = 2/3 terreauw Belllor + 1/3 sable,
d = |/2 terreau Belflor + 1/2 perlite

A = aprés 15 jours de végétation

B = aprés 30 jours de végétation.
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Fig. 7. Influence de Nintensité lumineuse sur fa croissance des boutures;
Ly =960 Lux

L, = 1690 Lux

Ly = 2570 Lux

A = aprés 15 jours de végéiation

B = aprés 30 jours de végétation.

Influence de la position des segments
prélevés sur la plante-mére, sur |3 reprise
et la croissance des repiquages

Selon sa position, le segment prélevé sur la plante-
mere présente une différence d’age. Les boutures pré-
levées 4 la base (proximales) d’une plante-mére ont
un ige physioiogique plus avancé que celles du som-
met (distales). Lage du tissu semble jouer un réle
important sur ’enracinement. Dans cet essai, seuls
les fragments de tiges utilisables ont été prélevés, les
feuilles partieilement jaunjes étant éliminées. Les
résultats présentés sur Iz figure 8§ montrent que les
segments prélevés dans les parties distales de la plan-
te-mére ont une meiltenre reprise et croissance que
ceux de la partie proximale.

Longueur
des boutures
mm

100

-
9 - PPOS 5 %
8o | M
70 }
s0 }
50 | ]
a0 }
30 | m
20 | -

10

Feuilles
par bouture

9

i [ [

Fig. 8 [nfluence de la position des segments prélevés de la plante-mére sur
la reprise des repiquages (valenrs moyennes obtenues des variétés Binije,
Palma et Aura):

1 = segment proximal

4 = segment distal

A = aprés 15 jours de végétation

a = aprés 30 jours de végétation.
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Fig. 9 Récolie obienue { partir d'un mini-lubercule plant d'environ 10 g
{Meche) aprés B0 jours de végéialion, variélé Binije.

Production de tubercules
a partir des boutures

La derniére étape consiste dans Vintroduction des
boutures dans te cycle normal de production. Deux
possibilités sont offeries:

— une premiére multiplication en serre avec la pro-
duction de tubercules qui seront transmis aux
multiplicateurs ;

— la transplantation des boutures directement en
pleine terre.

Production en serre

Les boutures soni plantées en petits pots d'une conte-
nance de 0,25 1de terreau. La durée de végétation est
de trois mois environ. Lorsque les petits tubercules
sont récoltés pendant la saison d hiver jusqu’a la fin

février, la plantation en plein champ peut alors étre

envisagée [a méme année encore,
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Tableau 2. Effet de différents régulateurs de croissance
appliqués chacun a deux doses différentas,
sur la tubérisation des boutures
de deux variétés de pommes de terre.

Ukama Nicole
Trai
ehemants 'u?l;ﬂ'l'l:s‘r g/plama 'U?l;i:iesi giplania
T, 2.8 30.7 3.3 220
T, 4.4 20,2 2.9 13.7
C 2,7 445 3.3 37,9
C, 2,9 47.0 32 371
B, 2,3 47.B 35 44,3
8, 3.4 48,5 3.2 35,5
0, 2.9 45,9 3.3 40,3
0, 2.9 31.3 3.1 348
non traite 2.3 51.8 35 48,6
{témoin)
T, = Terpal {mépiquat-chlorure + élthéphon) 1.5 Itha
T, = Terpal (mépiquat-chlorure + éthéphon) 3 I/ha
C, = CCC {chiorure de 2-chloroéthyle-
triméthylammoniumy} 2 I/ha
C; = CCC (chlorure de 2-chlorosthyle-
trimeéthylarnmonium) 4 I/ha
B, = 8, ([daminozide} 1 kgfha.
B, = By (daminozide) 3 kg/ha
0, = Orthanil (PRB - 200 E.4) 1.5 kg/ha
0, = Orthonil (PR8 - 200 Eg) 3 lha

Préalablement, la dormance des plants doit étre fevée
par les moyens chimiques, tels que ia rindite, Tl est
particulierement important que plusieurs germes par
plant se développent, afin de réaliser un taux de muiti-
plication élevé, La plantation en plein champ peut
étre effectuée avec une planteuse semi-automatique,
tout en respectant un semis superficiel et une densité
qui devrait atteindre 80000 4 100000 plants/ha selon
le nombre de germes formés par tubercule (fig. 9).
Lobjectif est de récolter un nombre maximum de
tubercules par plantules ; dans cette optique et en se
basant sur des travaux de MAriNUS et BODLAENDER
(1978), nous avons effectué des essais avec différents
réeguiateurs de croissance appliqués sur les jeunes
plantuies en serre (Jorbi, 1983).

Nous avons observé que ’époque de Ia mise en place
des boutures en serre jouait également un role impor-
tant. Les mais les moins favorables sont novembre,
décembre et janvier, lorsque la luminosité naturefle
est la plus faible dans notre région. Lapport de la
lumiére artificielle n’a pas permis de compenser ce
déficit. Le nombre de tubercules par piantule peut
varier du simple au double selon la saison de mise en
culture.

Lefficacité de ces produits sur pommes de terre
semble assez aléatoire et les doses élevées ont sou-
vent provoqué des dégits phytotoxiques. Des diffé-
rences variéiales ont été observées dans Ja sensibilité
des plantes aux matiéres actives. Par exemple 3 i/ha
de Terpal avaient un effet trés défavorable sur ja
variété Nicola, tandis que pour la variété Ukama un
effet favorable a été observe sur le nombre de tuber-
cules par plantule. Le CCC et I'Orthonil provoquent



des troubles de 12 photosynthése. Ces derniers sont
cependant réversibles avec la croissance des plantes,
Le B, est la seule substance qui n’entraine pas d’ano-
malie de la croissance des plantes, mais son effet par
rapport ad 1émoin n’est pas toujours évident (1abl. 2).

Production en pleine terre

Des plants mottés agés de quatre semaines des varié-
tés Christa, Palma et Erntesiolz ont é1é plantés en
pleine terre. Le peuplement a é1& de 50000 plants par
ha. La récolte eut lien aprés 85 jours de vegétation,
Les résultats sont présentés dans le tableau 3. D’une
maniére générale, le nombre de tubercules par plante
ast assez faible (tige unique), mais en revanche leur
taille est considérable, environ 80 g/iubercule. Bien
que les rendements tolaux soient inférieurs a ceux
issus de plants normaux, cetie méthode présente
un intéré1 économique certain. Cependant, certains
risques culturaux inhérents & cette méthode, par
exemple gel, sécheresse, nous ont fait opter pour une
premiére multiplication en serre.

Tableau 3. Rendements obtenus en plein champ
avec des boutures mottées.

Nombre

- Rendegmeani
vonars boutwre iptany 2o wha
Christa 4,2 345 150
Palma 3.8 328 113
Erntestolz 4,5 344 138
Erntestolz (plants) 15,4 436 174

Discussion

Les techniques de multiplication en laboratoire sont
trés exigeantes en travail et nécessiteni un équipe-
meni en chambres climatisées ou de serres protégées
contre les insectes, En ’absence d’installations qui
permettent de travailler en conditions stériles in vitro,
il s’agit alors d’élever des plantes indemnes de mala-
dies sur lesquelles seront prélevées des tiges pour le
bouturage en terreaun. Cette pratique de bouturage
pourrail aussi &tre effectuée par des organisations de
mulliplicateurs, &4 condition de disposer de serres ou
tunaels en plastique.

Comme nousl'avons présentédans ce travail, les con-
ditions de l'environnement sont trés importantes,
surtout en période d’enracinement. La tempeérature
influence la rapidité de croissance: elle se situera de
préférence entre 20 et 25°C. Par ces méthodes, nous
avons multiplié avec succés plusieurs variétés nouvel-
lement inscrites dans la liste officielle suisse (Palma,
Erntestolz, Nicola et Granola) et ainsi obtenu un petit
stock de plants de base. Cetle pratique permettrait au
pays d’assurer une production de planis de base en cas
de nécassité. Cela était inconcevable en travaillant
uniquement avec les méthodes de multiplication tra-
ditionnelles.

Fig. 10. Culture ge sélection comprenant I lignes de mini-plants (voir florai-
son en bordure de la ligne de séparation). Cette photo iémeigne de fa
vigueur du plans de petiv calibre.

Résumé

Les méthodes de microbouturage tetles qu'elles soni appliquées a la S1a.
tion fédérale de Changins sont décrites dans ce travail.

En premiére phase, nous appliquons le bouturage fn witre & partir d'un
germe de pormme de terre issu d'un tubercule indemne de toute maladie. Le
fragment de germe est mis en culiure dans des tubes contenant un milieu
nutritif. Aprés 4 semaines, les jeunes plantules ont formé 44 5 fevilles etun
rouveau bouturage peut &ire entrepris, Le repiquage est pratiqué dansun
substrat anificiet (laine de roche) imbibé de solution nutritive. Les boutu-
res passent ainsi d'un milieu stérile dans un miliev semi-stérile qui se con-
taminera naturellement pendant la végétation. Les repiquages suivanis
sont effeciués dans des presse-moites fabriqués avee du terrean. En des-
niere phase. les boutures sont plantées en petits pots ou dans des baches en
serre pour la production de iubercales. Les tubercules planis ainsi obtenus
ontun poidsde 3 4 20 ¢. lls sont transmis av multiplicatenr pour la preduc.
tion de plants ¢cn plein champ.

Plusieurs variétés récemment inscrites dans la tiste officiell e des variétés de
pommes de terre ont ainsi été muitipiiées au cours des dernieres années,
Limporiance de I'intensit® tumineuse de la nature du 1erreau et de Ja posi-
iion des segmenis sur la plante-meére z également é1¢ examinée,

Zusammenfassung
Schnellvermehrung der Kertoffel durch Mikrostecklinge

Die Stecklingsvermehrungsmethoden bei Kartoffeln, wie sie an der For
schungsansiali Changins darchgelGhst werden. sind in dieser Arbeis
beschrieben.

Als Ausgangsmaterial wird einen Kartoffelkeim von einer gesunden
Knolle im Reagensglas vermehst, Nach 4 Wochen Wachstum haben die
jungen Plldnzchen 4-5 Blitter gebildes und eine neue Vermehrung kann
erfolgen.

Die neuen Stecklinge werden in einem sterilen Substrat, 2.B. Steinwolle,
piquier und mit einer Nihrlésung getrinks. Dieses Substray wird im Ver.
lauf der Vegetationsperiode aul einer natiirtichen Weise befatlen. Die lol-
genden Vermehrungen werden in Pressmotten aus Torf durchgefiibrt.
Als letzte Phase werden die Stecklinge in kleine Tépfe oder in Beeten im
Treibhaus ausgepllanzt zur Knollenproduktion. Die so gewonnenen Kndil-
chen haben ¢in Gewichi von 3-20 Gramm, Diese werden an Vermehrer
iberceichy zor Saatgutproduktion im Felde.

Einige neue Sotten. welche in unserem Land angebaus werden, sind im
Verlaul det leszten Jahre zuf dieser Weise vermehri worden.

Die Bedeutung der Lichtiniensitit, der Zusammensetzung des Torfs und
der Lage der Stengelsegmente aul der Mutterpfianze wurde ebenfalls
uatersuchi.
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Summary
Rapid multiplication of potato with micropropagation

Rapid multiplication of potaioes by means of cattings as used at the Federal
Research Station Changins is described in this publication.

At the beginning, the propagation is made in glass tubes with sproui pieces
of a healthy 1uber. Afier 4 weeks in vitro, the plantlets have produced 4-§
new leaves and a new cutting can be started. The stem pieces are pricked
again but in an artificial medium like stene wool wetted with a nutritive
solution, The curting passes from a sterile medium 10 a non sterile one
during growth. Other planting out of this malerial are made in rootballs
(presse-molies). Al 1he last stage, the cultings are planted in small pots or
hoibeds in glashouses for tuber production. The obtained micro tubers
weight about 3-20 grams. This material is then transmitied 10 the growers
for normal seed production in the field.

Several new potato cultivars cultivated in tur couniry have been mullipli-
cated with these methods in the last years,

The role of light intensity, mould composition and the localisation of the
stem segments on the mother planis were also examined.
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Influence of Temperature on in Vitro
@®Root Initiation and Development of
Apple Rootstock Mg

C.L. Lé

Station Fédérale de Recherches Agronomiques de Changins (RAC,

CH-1260 NYON, Switzeriand

Additional index words.

There have been numerous reports on the
use of aseptic methods for in vitro rooting
of the apple seedlings (8). scion cultivars (7,
9. 13, 14}, and rootstocks {1, 6. 9. 12, 15.
16). From these studies, researchers have
peinted out that in vitro apple rocting is af-
fected by diffcrent factors (2. 3. 5. 9. (3,
14). The effect of temperature on in vitro
rooling in apple also has been investigated.
bui results have been contradictory (3. 8).
The lack of information en the effect of tem-
peraturc on in vitro rooting of apple in aduli
and juvenile growth phases promgpied this in-

stigation. This paper reporis the quantia-
tive response of apple rootstock Mag in adult
and juvenife growth phases to different em-
peratures. applied during the root initiation
phase.

The cultures of apple rootstock M., adult
and juvenile growth phases vsed in these ex-
periments were supplied by the Swedish Univ.
of Agricultural Sciences, Dept. of Pomol-
ogy. Alnarp, Sweden. Details for initiating
these cultures were described previousty (13).
Shoot cuttings taken from the mother cul-

Received for publication {5 Oct. 1984, We ex.
press our thanks ro Margareta Welander, Dept. of
Pomology. Swedish Univ. of Agr. Sci., Alnarp,
Sweden, for kindly providing the experimental
material, and for her valuable discussion. This study
was financially supponed by the Swiss Federal
Agr. Dept. The cost of publishing this paper was
defrayed in part by the payment of page charges.
Under postal regulalions, 1his paper theretore must
be hereby marked advertisement solely w indicae
this fact.

HortSciENCE. Voo, 20(3). Jung 1985

tissue culture. Malus, micropropagation

wires {14¢h subcultures) were transferred on
a modified Murashige and Skoog’s medium
(10) supplemented with (per licer) 100 mg
mycinositel. 0.4 mg thiamine-HCIL, [.0 mg
Benzylaminopurine, and 30 g sucrose. The
medium was solidified with 6 g Difco Bacto-
Agar, Thirty ml of medium at pH 5.2 were
dispensed into each 125 mi jar and auto-
claved at 121°C (1.1 kg/cm?) for 15 min.
There were 4 shoots cutiings per jar. The
cultures were maintained in 3 growth cham-
ber at 22° = 1°C with a 16 hr photoperiod
at an irradiance intensity of 8.6 pmol s~ 'm~?
using cool-white fluorescent tubes (Sylvania
F 96 T 12/CW/VHO). For rooting investi-
gations single axillary shoots taken from 30-
day-old cultures proliferaiing shoots were
placed in 25 x 150 mm test ubes containing
15 ml of half-strength Lepoivre formula me-
dium (11). The medium was supplemented
with (per liter) 100 mg myo-inosiwol, 0.4 mg
thiamine-HC!, 0.3 mg indolebutyric.acid
(IBA), 20 g sucrose., and 7 g Difco Bacio-
Agar. The pH was adjusted t0 5.2 and the
medium autoclaved for 15 min ac 121°C (1.1
kg/cm?). The effect of emperature-treaiment
on rooting was investigated by culturing shoot
explants at 3 different day/night tempera-
tures (22°720°, 25°23°, and 28%26°) during
the root initiation phase (auxin present). Cul-
ture tubes containing single shoots were kept
in complete darkness for the first 5 days (15),
and under illumination for the next 2 days to
induce root formation. For the root emer-
gence phase (auxin absem), explants were
transferred to a Lepoivre medium described
earlier but containing no 1BA. and kept in a

climate chamber ac 24%22° day/might tem-
perature with a light period of 16 hr. Each
(reatment was tested on 25 microcuttings,
and the experiments were repeated (wice. The
number of roots per explant and the per-
centage of rooted shoots were recorded after
il days in the hormene-free medium during
root ¢mergence.

As shown in Table I, temperature during
the root initiation phase had a marked infty-
ence on rooting in fuvenile and adult growth
phases. When cuaings were maimained at
22°C, root developmem was not satisfactory:
most cuttings had few or no roots. By in-
creasing the temperature from 22° to 25°,
rooling percentage and mean number of roots
per rooted shoot were increased. The maxi-
mum percentage of rooted cuttings was 72%
in adul¢ and 50% in juvenile material. How-
ever, there was no significant difference in
root proliferation among these growth phases
when considering the number of roots per
rooted shoot. At 28° temperature, the rooting
of Ms, was reduced severely, These data
contrast with those of owher researchers. James
observed no differences in rooting in apple
rootstock Mg at 22°, 25°, and 29° during the
root initiation phase and the root emergence
phase {3). Lane found that rooting of seed-
ling apple shoots grown in vitro was en-
hanced at 28° and greatly reduced at (8° or
23° (8). Moreover, lower (emperature in-
duced anthocyanin formation and chlorosis
in the cultures. In our experiments, such
symptomes have not been observed at any
temperature, but a small catlus was produced
at the cut end of the cudtings in most cul-
tures, This callus seems to have no notice-
able effect on root development. According
to Welander, the composition of nutrient
medium could play a role in callus formation
when environmental conditions are unfavor-
able (15). Furthermore, the mean number of
roots per roated shoot at 28° also was re-
duced for both materials. suggesting that high
temperature inhibits formation of adventi.
tious roots of rootstock Ma.

Our finding is unlike earbier results, prob-
ably due not only (o the varying day/night
temperature regimes used by Lane (8), which
could reduce rooting capacity at low tem.
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Tabie 1. Effecr of emperature during inbiation
phase on rooting of apple rwotstock M26.
Temp Rooted No. of roots
Growih  treaimient  shoots per rovicd
phasc {°C} (%} shoat { = sE)
Juvenile n 36 252 = )02
25 50 4.03 = 1.67 b
28 16 3715 = 22a
Adult 22 40 2H =205
25 72 It = 190
28 48 283 = 2024

“Mean separation within column by Duncan’s
multiple range 1wst, 3% leve).

perature, but also to the fact that, in our ex-
periments, ihe transfer of cultures 1o hormone-
free medivm afier a short peried of IBA-
reatment in complete darkness might be
beneficial for root development (15). Also
to be considered are the possible effects of
different endogenous auxin levels and me-
tabolism of exogenous avxin in both apple
rootsiocks My and Mag (4), and in apple
seedlings. The different levels could explain
the different rooting responses between these
two apple rootstocks and seedling with re-
spect 10 their sensitivity to temperature ap-
plication.
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Multiplication clonale /in vitro du pommier
(Malus domestica Borkh., var. Gravenstein)
C. L. LE, Station fedérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon

Introduction

Les cultures de tissus /n vitro ont été développées chez
le pommier (Malus domestica Borkh.) durant la der-
niére décennie comme moyen de reproduction par
voie végétative (DUTCHER et POWELL, 1972 ; WALKEY,
1972 ; Quoirin et al., 1974 ; ABBOTT et WHITELEY, 1976
Jonesetal., 1977, 1979 ; LaNE, 1978 ; JaMEs et THURBON,
1979 ; LUNDERGAN et JaNICK, 1980 ; Swir et Erez, 1980 ;
WERNER et Bok, 1980) en vue d’obtenir de fagon siire
et praticable des individus conformes aux types
parentaux, avec un taux de multiplication élevé,

Partant de matériel végétal de base (bourgeons dor-
mants U en croissance active), la culture in vitro du
pomiImier suit en principe quatre étapes successives, a
$avoir:

1. Linstaflation du tissu initial en milieu axénique.

2. La multiplication du tissu établi par prolifération
de bourgeons axiliaires.

3. Uenracinement de jeunes pousses (microboutu-
res) en vue de la régénération en plantes entiéres.

4. Le sevrage des microplantes par acclimatation aux
conditions de la culture traditionnelle,

De nombreux facteurs portant sur les conditions de
I'environnement, les caractéristiques physico-chimi-
ques des milieux de culture, susceptibles d’exercer
une influence sur le bon déroulement de ces différen-
tes étapes, seion le type de matériel mis en culture
(porte-greffe ou variétés), ont aussi été signalés par
ces mémes auteurs. '

Dans ce travail, nous avons tenté de provoquer la pro-
lifération de nouveaux bourgeons axillaires sur les
apex du pommier (Malus domestica Borkh. cv. Gra-
venstein} et de les régénérer en plantes entiéres
capables de poursuivre leur croissance en milieu de
culture traditionnel, dans le but d’une reproduction
accélerée in vitro.

Matériel et méthodes

Matérial vagétal

Le matériel végétal utilisé dans notre essai compotte
des sujets de la varieté de pommier Gravenstein,
exempts de virus (type A), cultivés au verger-étalon
de la Station fedérale de recherches agronomiques de
Changins/Nyon.

Rewue swsse Vg Arbone Hesto Vol 17 15p 311-115 19865

Phase d'installation

Des extrémilés de lige de 4 8 $ cm de longueur sont prélevées sur des
rameaux-greffons en pleine croissance, au mois de juin, Les feuilles ayanu
é1é enlevees, les boulures sant désinleciées superficiellement par un (rem-
page (5 4 10 secondes) dans de I'éthanol 3 70%, suivi d’un double passage
dans une solution d’hypochloriie de sodiom 4 0,8%, pendani 12 minules
chacun, avec quelques goultes d'un mouillant de 1ype Teepol. Elles sont
ensuiles rincées trois fois 4 P'eau siérile el essuyées entre deux fenilles de
papier ftlire siérile. Les extrémilés de lige ainsi préparées soni alors ralraj-
chies i leur base de lagon 4 oblenir des explantats {Apex) dontlataille n'ex-
céde pas L cm de longueur, que 'on dispase sur le miliew autritf, en respec-
tant leur polarité,

Le milieu de cullure de base se compase de sels minéraux de MurasHIGE el
Skoog (1962), avec du FeN2EDTA dlaplace de Na,EDTA el Fe50,.7H,0. 4
raison de 40 mg/l, renlermani diverses substances de croissance (Llabl. 1). Le

Tableau 1. Milieux nutritifs de base utilisés
dans différentes phases de culture in vitro,

Muieshiga Lapoivre CMS
al Skoog (19621  (1977)  iCollat, 1985)

Macro-éléments (mM}

NH,NO, 20,6 5.0 —
KNO, 18,8 7.8 12
MgSO, - TH.O 1,5 1,46 1.5
KH,PO, 1,25 2.0 —
NH,H,PO, — —_ 2
Ca({ND,), - 4H,0 — — 3
CaCi, - 2H,0 30 — —
Micro-éléments [t}
Zns0, - TH,O 30 30 10
H;80, 100 100 100
MnS0O, - 4H,0 100 45 50
CuS0, - 5H,0 a.1 0.1 1,0
Kl 5.0 0.5 50
Na;Mo0, - 2H,0 1.0 1.0 1.0
CoCl, - 6H,0 0.1 0,1 0.1
FeSO, - 7H,0 — - 20
Na, EDTA — — 60
FeNa EDTA 100 100 —
Vitamines [ulM)
Thiamine HCI 3.0 3.0 —
Myginositol 550 550 -
Substances de croissance (uM)
Ac. B-indotyl-

butyrique {AIB) 0.5 0-10 -
Benzyladénine* (BA) 4.5 — —

{instalial.)
0-50 - —
{Proliférat.}

Ac. Gibbérellique [GA,) 0,3 — —
Saeccharose 3% 2% 2%
Agar 0,7% 0,7 % 0.7 %

‘Pout la phase de piclifération, seule la Banzylodénine 3 dlé revenue dans le
miliqu de cullure.
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pH est ajusié a 6.0 avec du KOH & §.1 N avant 1'amoclavage. Les milieux
sons stérilisés A Cautoclave pendant 15 minules 4 120¢C ().) kgfem? de
pPreEssicn),

Les récipients de culiure sont placés dans une chambre de croissance o ils
regoivens une phosopériode de 16 heures par cycle de 24 heures. Laclaire-
mens dond 'iniensisé est de 850 4W/cm? su niveau des cullures ess fourni
par des tubes fluorescents de 65 W (Mazda Aviva TF65/AV1). Latempéra-
tyre est maintenue paz un systéme de climatisation a 23:k10C e jour et
181 =C la nuit. durant toute (a période de I'essai.

Phase de multiplication

La détermination du milieu de culiure opiimal favorable a (a pzolifération
de nouveaux bourgeons est réalisée sur la base des réponses du maiériel
végétal, constitué d'exirémisés de pousse (Apex) de | cm delongueur envi-
ron. sur un milieu nuwiritif de base {voir phase d'installation) contenant
diverses concentrasions d'une cyiokinine, la Benzyladénine (BA} (jabl. 1 el
2). Lenvironnemens de culiure in vitro resie identigue 4 celui de 1a phase
précédenie, Lestimation du nombre moyen de pousses axillaires dévelop-
pées en présence de subsiance de croissance s'effectye aprés 4 semaines de
cullure, en ne tenant compie que des pousses ayant aileinl au moins une
taille de 0.5 em.,

Phase d'enracinement

Cette phase consisie & prélever des jeunes pousses de | 43 cm de longueur
en pleinc croissance in vitro £t i lcs placer sur un milieu dv culture de base
de Leroivre {1977) auquel sons aioulées différentes concenirations d'acide
B-indolylbutyrique (AIBY (tabl. 1 et 3).

Les culiures sonl maintenves a I'obscurilé pendant 1es sepl premiers jours
pour inilier la formation de racines {phase d'induction), selon WELANDER
{1983) e1 ensuite sont transférées & la lumiere, sur un nouveau miliey nutn-
tifs CMS (CouLeT, 1985) dépourvu de subsiance de croissance pour per-
mettre I'émission de nouvelles racines adventives (phase de développe-
ment). Les conditions de culture de cetie derniére phase sont les mémes
gue celles mentionnéas pour L'insiallation et {a multiplication. Le pourcen-
tage de micreboutures enracinées ainsi gue le nombre moyen de racines
produites par explantat sons relevés aprés 20 jours de culture.

Sevraga

Les micropiantes de pommier racinées sont repiquées
en plaques muitipots sur un substrat composé de
TKS 180% et de Perlite 20%. Ces plagques multipots
sont placées ensuite sous une atmosphére saturée
d’humidité pendant 10 jours et progressivement
ramenées 4 une aération normale afin de permettre
aux jeunes plantes de s’adapter au nouvel environne-
ment de culture en serre. Un traitement préventif
contre les attaques cryptogamiques auw moyen d’un
fongicide du commerce {Zinébe), 4 raison de 0,2%, a

Tableau 2. Action de la Benzyladénine sur la capacité
de prolifération des pousses de pommier
{Malus domestica Borkh. var. Gravenstein)
en culture in vitro.

Igl\d'laoﬁem N pousses/irailemenls Formalion de calst
0 0 —
0,05 0 —
05 1.38 = 0,50 dv —
25 294 -140¢ +
5,0 488=171b +
7.5 571+ 184b +
100 473:105b ++
50,0 8,31 :097a e

¥Les vaiBurs Suivies d'une méme latire ne sani pas significstivemant différentes
[p = €.0%). salon lx 1est da Duncan,

iLe nombrg de signes + indiqua linlensité ralaliva de 18 formaiion du cal.

|— : aucun; +: laible; ++; moyan; +++: lort)

été également appliqué au cours du sevrage. Les cul-
tures sant réguliéerement fertilisées avec une solution
nutritive renfermant un équilibre N-P-K {2: 3: 18).

Résultats et discussion

installation

En ce qut concerne I'infection des cultures par des
microorganismes pathogénes au cours de 1’établisse-
ment, il est intéressant de relever que selon notre pro-
cédé de désinfection (cf. Matériel et Méthodes), le
taux de conlamination représente, dans le cas pré-
sent, un faible pourcentage (5 4 8%) et que ’infection
elle-mé&me est de nature fongique.

Au cours des essais préliminaires, nous avons pu
abserver le phénomene du brunissement de 'explan-
tat et du milieu nutritif dd probablement 4 une oxyda-
tion des composés phénoliques libérés dans le milieu
par le tissu végétal fraichement implanté, Ce genre de
conditionnement du milieu provoqQue dans le cas pré-
sent un ralentissement dans le développement de ’or-
gane mis en place et trés souvent un arrét de crois-
sance éventuellement suivi de nécroses morielies

Pour parer a cet inconvénient, nous avons simple-
ment maintenu les apex de pommier a ’obscurité
pendant les trois premiers jours de culture afin d’évi-

Tableau 3. Action de diverses concentrations de l'acide f-indelylbutyrique {AIB) sur la farmation
des racines adventives chez le pommier (Malus domestica Borkh., var, Gravenstein) en culture in vitro.,

AlB {u Molall) %% Enracingmani¥ N® racinesfexplanta¥ Qualilé de 'enracingment
Q 8 1,30+ 0,50 4d: Racines fines
0,05 35 220+x1,06d Racines fines
0,5 40 280+1,12d Racines fines
1.25 50 3,10 £ 1,50 ¢d Racines fines el hétéragénes
2,50 50 3.25+203cd Racines fines et hétéragénes
5.00 84 6.70+307b Racines hétéragénes
10,00 80 957+320a Racines langues el homogénes
20,00 60 500+ 379bc Racines fines el hétéragénes,

farmation d'un cal léeger

¥L'avalualion du pourceniage d'enracinamant el du nombre moyan da racines advenlives asl réaliseés sur la base de 20 explanis/trailamand. Lgxpérignce a 18 répétée au

maoing rois lois.

tLes valeurs suivies d'ung méme latire na sonl pas signilicalivamani diltérenles au sevil de 5%, selon e last da Duncan.
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ter toute possibilité de brunissement du;milieu nutri-
tifa lasuite de la libération et ’oxydation‘des substan-
ces de type phénolique, Ce mode d’intervention, sans
recourir au moyen chimique, nous a permis d’éviter
fortement les risques de pollution du mitfieu nutritif,
et ainsi d’augmenter le taux de réussite a plus de 90%
sur I'’ensemble de nos cultures au terme de la phase
d’établissement. Aussi, avons-nous appliqué ce mode
de préparation a chague nouvelle mise en culture
d’apex de pommier pour la suite de nos travaux.

WERNER et Bok (1980) ont remarqué que le brunisse-
ment des explantats initiaux a rendu difficile I"établis-
sement du pommier porte-greffe M 7 et que la réduc-
tion de la concentration en sels minéraux du milieu de
base de Murashige et Skoog a permis d’obtenir des
cultures ne présentant pas ou peu de trace d'oxyda-
tion, MoseLLa et al. (1979) font également mention
de {"action favorable du diéthyldithiocarbamate de
sodium (DIECA) sur la diminution de 1'effet toxique
des polyphénols sur la croissance des apex de pécher
(Prunus persica Batsch.).

La production de pousses feuillees demeure pour
cette phase encore modeste ; au bout de 5 4 6 semai-
nes de culture, nous avons pu obtenir, en moyenne,
143 nouvelles pousses par explantat. Celles-ci, en rai-
son de leur contraction au niveau des entre-nosuds, se
développent en de petites rosettes de 6 a 8 feuilles qui,
transférées ultérieurement sur un milieu de multipli-
cation, ne tardent pas a former de nouvelles pousses
axillaires.

Multiplication

Comme le montre le tableau 2, la présence de la
Benzyladénine (BA) dans le milieu de culture s’est
révélée déterminante pour pravoquer le développe-
ment de nouvelles pousses chez la variété Graven-
stein. Labsence totale de substance de croissance,
tout comme la présence de trés faible quantité de
Benzyladénine (0,05 uM/1) dans le milieu nutritif ne
permettent pas la formation de primordia caulinaire.
Le meilleur développement, dans nos conditions, a
&té obtenu avec les traitements renfermant 5,0 a
10,0 uM/1 de BA, ce qui augmente de maniére signifi-
cative le taux de prolifération de nouvelles pousses
fevillées (fig. 1). Ces faits semblent &tre en parfait
accord avec les résultats des travaux antérieurs (LaNE,
1978 ; JamEs et THURBON, 1979 ; LanE et Mc DoucaLb,
1982 et OcHartr et Casq, 1983) qui ont mis en évidence
les besoins en BA chez bon nombre de porte-greffe et
variétés de pommier pour assurer une production
optimale de pousses feuillées. De faibles concentra-
tions de BA (0,05 22,5 uM/l1) s’avérent étre peu ou pas
efficaces pour induire ’activité morphogénétique des
extrémités de pousses (Apex) durant toute la période
de culture. Cela nous laisse supposer que la variation
des teneurs en substances de croissance endogénes
de divers types d’organes, notamment les apex de tige
feuillée, pourrait &tre a I’origine de cette faible profifé-
ration, comme I’a démontré Jones (1967) dans ses tra-
vaux portant sur 'effet bénéfique de la Benzylade-
nine sur la croissatice des pousses de pommier porie-

fie. |. Développement de nouvelles pousses sur milieau de Murashige ei
Skoog (1962) contenan 7.5 gM /1 de Benzyladénine (BA). aprés 4 & 3 semai-
nes de culiure, La barre représente une longueur de 1 e,

greffe M 26. Par contre, en augmentant fa teneur en
BA # 50,0 uM/] dans le milieu de base, nous avons
observé un effet favorable de celle-ci sur la proliféra-
tion de pousses. Les explantats initiaux ont bien réagi
alaprésence de forte concentration de Benzytadénine
en formant de nombreux bourgeons axillaires. Toute-
fois, ces jeunes bourgeons sont généralement peu
développés (0,2 a 0.4 cm de hauteur) et groupés en
massifs, avec un fort développement de cal a leur
base ; cela rend difficile leur préfévement soit pourles
opérations de multiplication, soit pour les travaux
d’'enracinement, malgré leur supériorité en nombre
de pousses produites par explantats. LUNDERGAN et
Janick (1980) ont aussi remarqué le phénoméne de
raccourcissemnent des pousses sur les cultures de la
variété Golden Delicious lorsqu’ils apportent dans le
milieu de base la Benzyladénine aux concentrations
allant de 13 a 22 uM/I. Aprés avoir obtenu le dévelop-
pement de nouvelles pousses feuillees sur le milieu
favorable i la prolifération, nous avons effectué
encore plusieurs cycles de multiplication de fagon a
disposer de suffisamment de matériel végétal pour
réaliser nos essais d’enracinement ultérieurs. Au
cours de ces repiquages successifs sur le mifieu de
prolifération, nous avons observé une augmentation
du nombre moyen de pousses produit par explantat,
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Fig. 2. Microplante racinée aprés 4 semaines de culture sur milieu nutritif
reafermant 10gM /1 d'acide B-indolylbutyrique (AIB). La barre représenle
une longueur de [ cm.

ainsi que de leur vigueur qui se stabilisent aprés 5a 6
repiquages (subcultures). Cette observation sembie
atre en désaccord avec celle rapportée par SRISKANDA-
RAJAH et al. (1982) dans leurs travaux sur les variétés
Jonathan et Golden Delicious.

Enracinement

Lexamen des résultats du tableaw 3 montre que I'apti-
tude a I'enracinement des microboutures de Graven-
stein est fortement influencée par la présence de
Pacide B-indolylbutyrique (AIB) dans le milieu de cul-
ture. Cette action favorable de I'AIB a la prolifération
des racines adventives s’accroit de maniére significa-
tive 4 mesure que 'on augmente sa concentration
dans les traitemenis de base. Ainsi, nous avons pu
obtenir, dans nos conditions d'expérimentation, I'op-
timum de réponse rhizogénique sur les cultures enti-
chies de 10 uM/t d’AlIB (fig. 2). Dans ce milieu, les
eébauches racinaires sont apparues aprés une dizaine
de jours de traitement, alataille d*une téte d’épingle,
et ont continué leur c¢roissance de facon réguliére
pour donner naissance a des racines longues et homo-
génes. Des résuitats comparables, avec la méme
teneur en AlB, ont été rapportgs par Jamrs et THUR
BON (1979), SRISKANDARAJAH et MuLLins (198]) et
OcHatT et Caso (1983) sur les porte-greffe M4, M9 et
la variété Granny Smith.

Laugmentation de FAIB a 204M /1 et plus a par contre
provoqué non seulement une diminution importante
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de nouvelles racines, mais encore I'apparition d'un cal
alabase des explantats tendant ainhiber a croissance
des microboutures. Cet effet défavorable a {a forma-
tion des racines adventives, di 4 la présence de forte
concentration d’AlB, a &té également signalé par Zim.
MERMAN et BrooME (1981) et WELANDER (1983) qui ont
effectivement fait &état de malformations de racines
occasionnées par le développement intense de cal
jorsque PAIB a été apporté 4 des concentrations éle-
vées, Ces auteurs ont ainsi réussi I'enracinement des
variétés Northern Spy, Stayman, Summer Rambo,
Orzak Gold et du porte-greffe M24, en réduisant sen-
siblement I'apport de I’AIB a des doses allant de 0,05 a
0,5 uM/1. Dans nos essais, de telles concentrations en
AlB ainsi que I'absence totale de l'auxine dans le
miliev nutritif semblent ne pas permetire la mise en
place, de facon convenable, de nouvelles racines chez
{a variété Gravenstein. '

Sevrage

Lacclimatation selon notre procédé (cf. Matériel et
Méthodes) a permis a plus de 959% de plantes son@
des tubes de continuer leur cycle de croissance a cht-
que opération de transpiantation sur substrat tradi-
tionnel (fig. 3). 1l est important de noter que ces plan-
tes ainsi sevrées n'ont présenté aucune modification
morphologique notable aprés 6 mois en conditions de
culture de serre.

Conclusions

A partir d’explantats composés d’extremités de pous-
ses (Apex} de Malus domestica Borkh. var, Graven-
stein, nous avons montré, pout la premiére fois pour
cette variété, par un conirdle du processus organo-
génétique de diverses étapes de la multiplication in
vitro (MURASHIGE, 1974) au moyen d’un équilibre phy-
tohormonal précis, qu’il est possible de provoquer
rapidement le développement de méristemes axillgi
res préformeés, qui aprés induction i Penracinem

évoluent en plantes entiéres capables de poursuivre
leur croissance en milieu de culture traditionnel.

Nos résultats démonitent également {'avantage de la
technigue de multiplication in virro permettant tout
aulong de I'année d’envisager 1a production accélérée
de clones de pommier intéressants, non seulement
avec la certifude d'obtenir des individus exempis de
maladies, mais encore avec {’assurance d'une grande
homogenéité des descendanis au cours de mulitiples
cycies de reproduction,
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Fig. 3. Jeune planie de Gravensiein sevrée depuis 8 semaines en serra.
La barre représenie une longueur de 10 cm.

Résumé

Des cultures de tissus de [a variété de pommier Gravensiein { Molus domes-
tica Borkh.) ort &té réalisées A partir d'exuémiiés de pousses sar un milieu
nuiritif de base de Murasnice et Skooc (1962} modifié, contenant 7,54M /1
de benzyladénine (BA). La formation des racines adventives a €1€ obienue
en cultivant les jeunes pousses en phase de croissance active sur un milisu
de Lerotvee (1977) renfermant 10#M/1 d"acide indelylbuiyrigue (A1B) pen-
dani une semainc el en les transféran par la suite sur yn miliea oouritil
CMS (CoLLer, 1985) dépourvu d°'AlB. Des plantes enracinées onl ainsi €18
acclimaées avee succds sur subsirat de culiure tradilionael

Zusammenfassung

Gewebekallur von der Apfelsorie Gravenstein (Mofus domestica Borkh.)
wurde mit Triebspitzenkultur aufeinem Verinderien MyrasiiGE & SkooG-
Basal-Medium {1962) il 7.5 gM/! Benzyladenin (BA) durchgefiirht.
Die Advenivwurzelbildung wurde hervorgerufen durch Subkultur von
jungen aktiven Sprossen auf einem Leporvee-Mediom (1977} mii
10 gM/L 3-Indolylbuttersiure (1BA) wihrend einer Woche und danach in
einer CMS (CorLrT, 1983) Nihrlgsung ohne 1BA. Bewurzelte Pflanzen
wurden mit Erfolg in giininerische Substrate verpflanzt.

Summary

Tissue cultures of an apple cultivar (Malus damestico Borkh, cv. Graven.
stein) was achieved by culturing shoot tips explants on a modified Muyras-

uiGe and SkooG (19621 basal medium supplemented with 7.5 yMA
Benzyladenine (BA). Adventitious roots formation was induced by subcul-
furing young actively growing shoots on a LEpoivre mediam {1977} with 10
uM /1 indolebutyric acid (1BA) {or a week and then transferring them to 1he
CMS hormone-free medium (CorteT, 1985). Rooted plantlels were sug-
cess{ully established in soil.
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Assainissement de la variété de pomme de terre

Sangema

Méthode combinant la thermothérapie in vitro
et la culture de méristéemes. Premiers résuitats

C. L. LE et G. F COLLET, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon

Introduction

Depuis que MoreL et M arTin (1955) ont montré pour
la premiére fois la possibilité de régénérer des clones
de pomme de terre (S. tuberosum L.), atteints de
maladies a virus, par la culture in vitro des extrémités
de pousses (méristémes), de nombreux travaux ont
confirmé I'efficacité de cette nouvelle technique d’as-
sainissement qui est alors devenue une méthode de
choix pour la reconstitution de nombreuses variétés
de pomme de terre porteuses de virus (Kassanes,
1957 ; MoReL et al., 1968 ; PENNAZIO et REDOLFI, 1974 ;
GREGORINI ¢t Lorenzi, 1974, Marani et Pisi, 1977).

Toutefois, la réussite de 1'8limination des agents
pathogenes viraux sur la pomme de terre s’est avérée
étre fortement influencée d’une part par le type de
virus 4 éradiquer (MoREL et af,, 1968 ; STACE-SMITH et
MELLOR, 1968 ; PENNAZIO, 1971) et d’autre part par !'im-
portance de la taille des méristémes préleves sur les
plantes malades. Le risque de contamination des frag-
ments de tissus vegétaux paries virus s’accroit rapide-
ment avec Vaugmentation de la taille des explantats
mis en culture (HoLuings, 1965; STace-SMiTH et
MELLOR, 1968 ; Kassanis et VarMa, 1967 ; Sip, 1972
Pennazio et REDoLFI, 1974 ; Marant et Pisy, 1977).

Afin d’améliorer le taux de guérison de plantes attein-
tes de maladies a virus, certains auteurs ot recours a
I"utilisation de substances antimétaboliques permet-
tant ainsi I'inhibition du pouvoir infectieux des virus
(NoRrris, 1954 ; THoMsoN, 1956 ; Quak, 1961 ; PENNAZIO,
1973), d’autres ont cherché a associer le traitement ala
chaleur (thermothérapie) des plantes méres a la cul-
ture de méristeémes {THOMSON, 1956 ; STACE-SMITH et
MELLOR, 1968 ; MOREL et af., 1968 ; MELLOR et STACE-
SMiITH, 1970, Sip, 1972 : Mc DonaLD, 1973 ; PENNAZIO,
1971 ; PEnNAZIO et VECCHIATI, 1978 ; Facciov et Rupigs-
AUTONELL, 1982), ou ont pratiqué la thermothérapie
soit sur des microboutures cuitivées en tube (Noze-
RAN et al., 1977), soit surles méristémes établis in vitro
(PEnNAZIO et al,, 1979).

Revue suisse Agric. 17 {4): 221-225,1985

Dans ce travail nous avens tenté de régénérer la
variété Sangema infestée de virus X et S de ta pomme
de terre (PVX et PVS) par la culture de méristémes
provenant de microplantes cultivées in vitro avec et
sans traitement préalable a la chaleur (thermothéra-
pie), dans le but de créer un stock de base de matériel
sain disponible a toute éventuelle diffusion.

Le présent travail a été réalisé dans le cadre d’une c¢ol-
laboration entre I'Institut des sciences agronomiques
du Burundi (1ISABU), le Centre international de la
pomme de terre (CIP) et les Sections de virologie et
de biologie végétale de la Station fédérale de recher-
ches agronomiques de Changins,

Matériel et méthodes

Matériel vegétal

Le matériel végétal utilisé dans notre essai coasiste e
tubercules de la variété de pomme de terre Sangema
en provenance de Burundi (Afrique centrale); ces
tubercules sont, d’aprés le test immunoe-enzymatique
ELIS A, totalement infectés par les virus X et S de la
pomme de terre. Nous avons fait germer quelques
tubercules et les avons cultivés en conditions de serre
pour constituer des plantes de base servant de maté-
rie] de départ 4 'ensemble de nos essais.

Production de microplantes
pour la thermothérapie
{Microbouturage in vitro)

Des extrémités de pousses feuillées de Sangema pré-
levées sur des plantes cultivées en serre a la tempéra-
ture de 20 = 1°C, avec un apport supplémentaire de
lumiére de 700 kW /cm2(tubes flucrescents AVIVA de
Mazda/TF 65 AVI), au niveau des cultures, ont éte
désinfectées en surface par un passage rapide dans de
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Tableau 1. Composition du miliew CMS pour les pommes de terra {mg/l}.

Macro-éfémants Oligo-élémenis Organiques
KNG, {1212) MnSC,.1 aq. (8,4) KI IO,QS} Myeo-inasitol (100)
Ca(NO,), 4 ag. (710) H,BC, (6.2} CuS0,5aq. {0.25) Thiamine HCI (1,0
MgS0, 7 aq.  (370) ZnS0, 7 aq. (2,87} NaMo0,.2 ag. {0.25) Saccharese 20000
NH,H.PC, {(230) FeS0,.7 aq. (556} CaCl,.6 aq. {0.025) Agar 7000

Na,EOTA (22,4)

La pH asi ajusié 3 5,7 avant lavage 4 1219C pendant 15 minutes.

I’éthanol a 70%, suivi d’un double trempage de 10
minutes chacun dans une solution d’hypochlorite de
sodium 4 0,5%, additionné de quelques gouttes d’un
mouiltant de type Teepol. Elles sont ensuite rincées
3adfois aleau stérile et essuyées entre deux feuilles
de papier filtre stérile.

- Les fragments de tige ainsi préparés sont découpés en
tron¢ons de 1 cm environ (fig. 1), que I'on place dans
des tubes de culture de 25 X 150 mm, recevant 15 ml
d'un milieu nutritif approprié (CMS, CouLeT, 1985)

- inspiré de celui de MuUrasHIGEet SkD0G (1962} (tabl. 1).

Les tubes de culture sont placés dans une chambre de
croissance (type Weiss-12’"E/1U-PK) o1 les conditions
de photothermopériodicité sont: 16 heures de
lumiére (1800 #W/ecm? [tubes fluorescents Sylvania
Cool White F96 T12/CW/WHO/235/1] de 215 W cha-
cun) au niveau des tubes de culture par cycle de
24 heures ; une température de 23 £ 1°C le jour et de
18 £ 1°C la nuit.

Aprés 4 semaines de culture, les jeunes microplantes
développées a partir des premiers fragments (fig. 2)
sont retirées des tubes et fragmentées a leur tour en
5 ou 6 segments, chacun pourvu d'un bourgeon axil-
laire (microboutures) qui sont repiqués sur un milieu
nutritif neuf et de méme composition que celui men-
tionné plus haut afin de poursuivre leur croissance et
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Fig. {. Explaniat initial prélevé sur une pousse de pomme de terre.
{Phato Lé)
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ainsi fournir du matériel pour d’autres cycles de
reproduction (Nozeran ef al., 1977), cela en vue d'ob-
tenir rapidement un stock de plantes de base nécessai-
res 4 I'opération de traitement 3 la chaleur in virro,

Thermothérapie in vitro

Les microboutures fraichement repiquées renfer-
mant chacun un bourgeon axillaire sont cultivées en
enceinte climatisée (cl. Microbouturage in vitro) pen
dant deux semaines jusqu’au stade de 3 4 4 feuilles

sont ensuite transférées dans un incubateur de taille
réduite (104 X 48 X 84 cm) dont la température initiale
est de 26 + 1°C, puis graduellement élevée pendant
une semaine jusqu’a 37 £0,5°C au niveau des micro-
boutures (mesures effectuées a "aide d’'un thermo-
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Fig. 2. Mictaplante de pomme de terre coupée €n segmenls pour un nou-
veau repiquage. (Photo LE)



Fig. 3. Bourgeon apical montrant le déme méristématique (fléche) entours
de deux ébauches foliaires. {Photo L&}

coupie piacé a I'intérieur des tubes de cuiture). Cette
température est maintenue pour une durée allant de
0218 jours, périodes nécessaires a I'inhibition du pou-
voir infectieux des agents pathogénes, tandis que se
poursuit la croissance végétale. Les cultures sont
éclairées a raison de 16 heures/jour (1200 gW/cm?,
tube fluorescent Philips de type blanc: TL E32W/33).
L’humidité relative de 70% dans I'incubateur est assu-
ree.

Culture de domes méristématiqgues

A fa sortie du traitement a la chaleur, on procéde

a Pextraction des ddmes méristématiques (apicaux

et axillaires) sur les microboutures et a leur culture

in vitro;

— sous une loupe binoculaire (grossissement 25
fois), éclairée au moyen de [ibres optiques, on &li-
mine d'abord les trés jeunes feuilles enveloppan-
tes du bourgeon avec une fine aiguille afin de
dégager le méristéme qui apparait sous la forme
d’'un dome réfringent (fig. 3); puis a4 l"aide d’un
scalpel muni d’une lame chirurgicale (N¢ 11), on
isole la partie extréme du bourgeon, avec en géné-
ral une ou deux ébauches de feuille, dont Ia
dimension varie entre 200 et 300 &, en pratiquant
deux entailles en forme de V vers la base du déme
méristématique. Ensuite on transfére rapidement
le morceau de tissu dans un tube de culture de 10 X
100 mm contenant un milieu nutritif composé des
macro-éléements de MoreL et MULLER (1964), des
micro-élements de MURASHIGE et SK00G (1962), de
Thiamine (0,1 mg/l) de Pyridoxine (0,5 mg/l),
d'acide Nicotinique (0,5 mg/l), de Myo-inositol
(100 mg/1), d’acide Gibbéreitique (0,1 mg/!1),de 2%
de saccharose et de 0,6% d’Agar (Difco Bacto
Agar). Le pH du milieu est a 5,7 avant autocla-
vage;

— aprés 8§ a4 10 semaines de cuitures, les massifs
meéristematiques ont donné naissance a des plan-
tules de 12a 2 cm de hauteur que 1'on a pris soin de
repiquer sur le milieu nutritif CMS afin de leur
permettre de se régéneérer compléiement.

Sevrage et culture en serre

De jeunes microboutures issues des méristémes de 14
2 ¢m de longueur environ sont repiquées dans des
mottes, petits cubes de 3 cm de c6té renfermant un
mélange de terreau du commerce et de sable dansune
proportion de 4 :1. Les mottes ainsi préparées sont dis-
posées dans des caisses a raison de 70 4 80 piéces cha-
cune, Un traitement anticryptogamique au moyen du
fongicide M 555 a fa concentration de 0,2% a été éga-
lement appliqué sur I'ensemble des microboutures
avant leur mise a I’8touffée pour une durée de 72 heu-
res. La temperature est de 25°C de jour et de 20°C de
nuit avec un éclairement de 680 yW/7cm? (tubes fluo-
rescents Mazda Aviva TF 65 AV1) pendant 14 heures
par jour.

Lorsque ies plantes atteignent une tailie de 8a 10 cm
environ, on les transfére dans des pots de 8 em de dia-
metre et on les place en serre pour leur permettre de
poursuivre leur cycle complet de végétation,

Contréle virologique

La détermination de la présence des virus X et S dans
le matériel végétal régéneéré est réalisée a différents
stades de croissance (plantes en tube; plantes
aduites; tubercules) au moyen des conirdles effec-
tués au microscope électronique et du test immuno-
enzymatique ELISA, mis au point par GucerLi {1978,
1979). )

Résultats et discussion

Les premiers résultats obtenus au cours de différentes
tentatives de guérison viennent confirmer en partie
les données des travaux antérieurs. En effet, comme
le montre le tableau 2, lorsque les microboutures ne
sont pas soumises & une période de haute tempéra-
ture, aucun des échantiilons issus de ces méristémes
ne permet [a reconstitution de plantes saines. Ce
manque d'efficacité contre les agents pathogénes a

Tableau 2. Influence du traitement psr thermothérapie
sur I'élimination des virus X et § par culture
de méristémes de la variété de pomme de terre

Sangema.
Mombre de jours  Méristémes’ Plantes’ Plenles("edszztsrassées
§3715¢°C mis en culture  développées x % s %
0 10 5 - 0 - 0
6 14 8 2 25 - 0
14 12 7 4 57 2 30
18 16 7 7 100 7 100

* Moyenne obtenve au cours de deux essais.
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Fig. 4. Plam de pomme de terre 3angema assaini (4 gauche) et infecté de
virus X et § {4 droite). {Photo L&)

aussi été remarqué par MoreL et MarTin (1968) qui
ont fait état de 'impossibilité de régénérer des clones
de pomme de terre atteints de virus X et 8 (moins de
1% de réussite) par un prélévement direct des méristé-
mes sur des sujets malades ou par une simple thermo-
thérapie du matériel infecté. Aussi ont-ils suggéré
I'assaciation d'un traitement de thermothérapie 4 ia
culture in vitro des méristémes afin de permettre 1'ob-
tention d’un plus fort pourcentage de plantes indem-
nes de virgses.

Existe-t-il des conditions limites garantissant le suc-
cés dans cet assainissement ? Une comparaison de nos
premiers résultats a ceux de la bibliographie montre
qgu'une température minimale est requise indépen-
damment de ia durée. Ainsi une marge de tempéra-
ture entre 33 et 37°C, méme aprés 6 4 8§ semaines, ne
permet pas un assainissement complet (Stace-Smiru
et MEeLLor, 1968 : 88% de son cultivar « White Rose»
sont débarrassés du virus X, 63% du virus S).

S1p(1972) constate aussisur 2 autres variétés « Jara» et
«Raika» que dans ces conditions 125 jours ne suffi-
sent pas a ’élimination compléte du virus S. PENNAZIO
(1971) entre 33 et 35°C sur un 4¢ cultivar « Piatellina»
n’a que 6% de succés aprés 20 jours dans I’élimination
de- ces virases. Craignant des températures supérieu-
res 4 35°C, qui diminuent le pourcentage de méristé-
mes survivants, PEnnazio en 1979 préconise une
durée plus longue (42 jours) 4 32°C seulement, mais
n’enregistre que 22% de réussite. Par contre Mc
DanaLp (1973) prétend éradiquer les virus X et S des
variétés « Duke of York» et «Royal Kidney» en 23
jours a 32-35°C, mais sans donner un taux de réussite,
tandis que FaccioL er af. (1982) débarrassent pour
92% de leurs cultures les cultivars «Kennebec» et
«Majestic» de leur virus X en 27 jours & 35°C. §'il
n’est pas impossible qu’il faille aussi tenir compte de
différences variétales, ce qui est en cours de vérifica-
tian, il semble bien qu’une combinaison critique
d’une température suffisante et d’une certaine durée
assure une nette amélioration du taux de guérison de
tissus maintenus en croissance malgré la haute tem-
pérature {37,5°C) et les fortes peries qui en résultent
{50%) (tabl. 2). Ces premiers résultats montrent
qu'aprés 18 jours, 7 plantes sur 7 sont débarrassées de
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leurs viroses (PVX et PVS). Etant donné la grande
facilité de multiplication in virro des pommes de terre,
ce modeste résultat nous a permis d’assurer I'assainis-
sement du cultivar Sangema (fig. 4), dont plus aucun
exemplaire n’était indemne des viroses PVX et PVS,
dans le respect de sa conformité contrblée par des
cultures en pleine terre.

Conclusion

Au cours de ces essais, il nous est permis de considé-

rer que

— laction exercée par I’élévation de la température
sur la plante mére a pour effet d’inhiber la prolifé-
ration des agents pathogeénes (virus X et 8) sans
pouvoir les éliminer; '

— seules les parties nouvellement formées pendant
le traitement a Ja chaleur en sont dépourvues;

— notre lechnique comprenant la régénération in
vitre de plantes a partir des méristémes prélevés
sur des microplantes ayant subi préalablement un
traitement de thermothérapie est une cantrib
tion pratique et commode pour I'assainisseme
des clones de pomme de terre gravement atteints
de maladies A virus.

Des travaux ultérieurs effectués sur d’autres variétés
de pomme de terre (Hermés, Andigena) sont en cours
de réalisation afin de vérifier efficacité de notre pro-
cédé d'assatnissement,
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Résumeé .

Dans cel atticle nous décrivons une lechnique d*élimination de virus X et §
des plantes de pomme de 1erre par la cullure des mérisiémes prélevés sur
des microplantes qui ont subi préalablement un traitement a la chaleur
in vitro. Il est possible d'envisager, en ulilisant cetie méthode, 'obiention
du malériel sain, de fagon commode, dans [e but de constituer un stock de
plantes de la variété Sangema exempies de virus,

Summary

A technique lor frecing potalo planis [rom polato virus X and S {P¥Y X, PVS}
by culturing meristem lips excised from ia vitro heat treated minicuttings is
described. Using the method it is possible to oblain pathogen-itee materia)
in order to produce virus-lree stock of the potato variety Sangema.

Zusammenfassung

Eine Methode zur Eliminierung der X- und $-Virca (PV¥X, P¥S}durch Kul
tur von KartofTelmeristemspitzen von ia vitre wirmebehandelten Micro.
pftanzen wird beschrieben. Mit Hilfe diescr Methode ist es mbglich virus-
Ireies Material zu gewinnen zur Schaffung eines virusircicn Bestandes der
Kartoffelsorte Sangema.
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Chroniques

Stock grainier dans le sol

Dans une culture annuelie, plus de 80% des adventi-
ces sont des plantes annuelles, ¢’est-a-dire des espeé-
ces qui bouclent leur cycle biologique de lagraine ata
graine en une année, voire moins, Certaines pratiques
particuliéres comme le «non-labour» ou la monocui-
ture de mais favorisent une augmentation des espéces
bisannuelles ou pérennes, mais il ne s’agit que d'un
aspect marginal qui modifie encore peu le spectre bio-
logique global de nos cultures.

Une espéce annuelle ¢’est d’abord une énorme masse
de semences enfouies dans le sol dont une proportion
trés restreinte, souvent moins de 10%, peut s’expri-
mer chaque année. Ce que I'on voit n’est en quelque
sorte que le sommet de I'iceberg, et ne représente
qu’'une phase éphémére de la vie de ia plante: la
majeure partie de la biomasse se situe sous terre et
représente un potentiel d'infestation considérable,
puisqu'un champ labouré renferme facilement 50 a
100 millions de graines viables par hectare.

La lutte contre les mauvaises herbes est une nécessité
que ne conteste personne, pas méme le plus con-
vaincu des écologistes. Toutefois, une lutte raisonnée
ne consiste pas a utiliser I’herbicide le plus perfor-
mant au moment le plus oppottun. D'aprés une
enquéte récente menée en Allemagne, les désherba-
ges des céréales d’automne sont souvent inoppor-

tuns, et dans le seigle les traitements ne sont souvent
pas rentables dans 1a moitié des cas. On peut donc
Iégitimement, dans ces situations, se poser la ques-
tion de 'opportunité du désherbage ou de l'intensité
de la lutte qui est faite aux mauvaises herbes. Cepen-
dant, ces observations sont faites a posterion, et s'il
est possible de dire ala récolte que le traitement n’au-
rait pas été nécessatre, il est beaucoup plus difficile de
prendre, au début de la cuiture, la décision de ne pas
traiter. Dans certains cas, i est possible cependant de
choisir une voie médiane, et de renoncer 4 un traite-
ment en prélevée pour n'intervenir qu'en post-levée
lorsque cela parait indispensable. La encore cepen-
dant, la décision est difficile & prendre, car elte sup-
pose que 'on connait des seuils de nuisibilité applica-
bles pour chaque culture en fonction des diverses
adventices présentes. On connait bien siir certaines
valeurs expérimentales de seuils de nuisibilités obte-
nues sur des modéles simples d'infestation monospé-
cifique. Or, une infestation n'est en principe pas
monospécifique, et si elle 1'est, c’est qu'une erreur
antérieure a été commise ! Dans la plupart des cas pra-
tiques, il est donc bien difficile d’avoir a disposition
des chiffres précis permettant de prendre, avec une
sécunté absolue, la décision de ne pas traiter. Une
telle décision repose sur une bonne connaissance de
la parcelle pour I'ensemble de I’assolement et ne peut
certainement pas &tre prise de cas en cas, €n nerason-
nant que sur un seul élément d’'un ensemble com-
plexe. C'est 4 ce niveau que I’étude des stocks grai-
niers peut apporter une information compiémentaire
intéressante.
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Régénération de la variété
de pomme de terre Hermes
par thermothérapie et culture de méristéemes

C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon

Introduction

Dans un article précédent (Lt et CoLLeT, 1985), nous
avons montré que la culiure de méristémes apicaux
de microplantes de pomme de terre qui ont subi préa-
lablement un traitement 4 Ja chaleur in vitro a permis
de reconstituer des clones sains de la variété San-
gema, infectée de virus X et § (PVX, PVS) de la
pomme de terre.

Afin de vérifier la validité de la technique, ’étude a
été reprise sur la variété de pomme de terre Hermes
qui a été récemment introduite dans ’assortiment
suisse (GEHRIGER, 1985), et dont I’état sanitaire des
plants de base 4 ’'importation n’a pu donner satisfac-
tion durant ces derniéres années (Reust, 1985).

Techniques expérimentales

.Des tubercules de la variété de pomme de terre Her-
mes en provenance d’Autriche, contaminés par le
virus S de la pomme de terre (PVS) d’aprés le test pré-
liminaire immuno-enzymatique ELISA, ont été utili-
sés dans cet essai.

La production de microplantes in vitro servant de
matériel de base pour ’ensemble de nos essais ainsi
que le procédé d’assainissement sont effectués selon
la technique décrite précédemment (Le et CoLLeT,
1985). Les microboutures de pomme de terre au stade
de 3 4 4 feuilles sont d’abord placées dans un incuba-

teur dont la température initiale est de 26 + 1°C, puis

progressivement élevée pendant une semaine jusqu’a
37 £ 5°C{température observée al’aide d’un thermo-
couple placé a I'intérieur des tubes de culture). Cette

{empérature est ensuite maintenue pendant une

période de 0 a 18 jours, durée nécessaire a I'inhibition

du pouvoir infectieux de P’agent pathogéne, alors que

se poursuit la croissance des jeunes plantes.

L’appréciation de ’état sanitaire des plantes assainies
est réalisée a différents stades de développement
(plantes régénérées in vitro, plantes adultes) au
maoyen du test immuno-enzymatique EL1SA mis au
point par GuGerL (1979).

Résultats et discussion
Survie des méristémes

ATexception des échantillons qui ne sont pas soumis
4 Paction exercée par Pélévation de la température o -
'on enregistre un taux de croissance élevé, tous les
autres traitements présentent une forte diminution
du taux de survie des méristémes avec Paugmentation
de la durée de traitement a la chaleur (cf. tabl. 1). On
constate en effet qu’aprés 7 jours, 52% des méristé-
mes installés in vitro sont incapables de se développer

Tableau 1. Influence de la durée de traitement par la chaleur (thermothérapie) sur I'élimination du virus S (PVS)
per culture de méristémes de la variété de pomme de terre Hermaes,

Nombre de jours Méristbmes éteblis *

Plentes
dévaloppées”

Plantes gxemples
de virus S

Plantes
non développdes

537,6°C in vitre
Q 20 15 (75 %) 5 {25 %) 0 (0%}
7 25 12 (48%); 13 (52 %) 7 {60 %)
14 25 10 (40%) 15 {60%) 8 {80 9%)
18 25 8 {30%) 17 {68%) 8 {100 %)
*Moyenne obtenyg au cours de doux esgais.
33
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pour former de jeunes plantules. Cette pene de fa
capacité de régénération augmente (60%) lorsqu’on
prolqnge la période de haute température au-dela de
sept Jours. Ces observations som confirmées par les
travaux de PEnNazI0 (1979) et par LE et CoLLer (1985).

L’inhibition de 1a croissance des méristémes sc mani-
feste en général soit par une nécrose précoce du tissu
fraichement instalie, entrainant la mort de celui-cCi
aprés quelgues jours de culture, soit par un retard du
developpement des cellules méristématiques, phéno-
mene conduisant tout d’abord 3 un arrét temporaire
de la mise en place de nouvelles structures végétati-
ves, et ensuite 2 Ia perte totale du pouvoir de regéne-
ration du massif primordial.

Développement in vitro

La reprise de ¢roissance des méristémes ayant subi un
‘ilemem alachaleur n’alieu quaprés 4 36 semaines
culture, contrairement & ceux qui sont cultivés a la
température ambiante ol I’on observe une avance de
15 & 20 jours au moins.

Au cours des 30 premiers jours qui suivent le début
de la réacquisition de l'activité des méristémes, on
assiste a la mise en place d’un massif de cellules qui
&volue lentement ¢t donne donc naissance a une nou-
velle pousse présentant des caractéres primitifs
(fig. 1). Cet aspect archaique di & une activité prolifé-
ratrice accrue des cellules a vocation embryonnatre
s’estompe complétement aprés le premier repiquage
in vitro qui a lieu pendant la 8 semaine de culture - des
feuilles entiéres bien développées rappelam [I’état
Juvénile des plantes issues de semis viennent rempla-
cer les feuilles écailles; Pallongement des entre-
neeuds, a la base desquels des bourgeons axillaires
sont bien reconnaissables ainsi que le développement
du systéme racinaire, étape indispensable au recou-
vrement d’une vie autonome, font apparition au bout

10 semaines in vitro pour les méristémes ne subis-

t pas de traitement a la chaleur et de 12 a 14 semai-
nes pour ceux portés pendant une certaine période a
haute température,

- Elimination du virus 8

Comme le montre le tableau 1, I"élimination du virus
S de la pomme de terre (PVS) sur la variété Hermes a
&té fortement influencée par la durée de traitement
4 la chaleur que I'on fait subir aux microboutures
in vitro.

En effet, lorsque les échantillons sont traités selon
notre procédé (Le et CoLLeT, 1985) et que la période de
haute température est portée a 7 jours, 60% des méris-
1émes dévelappes in vitro sont débarrassés du virus 5
{(PVS): celaux de réussite augmente fortement sii'on
maintient les microboutures plus lotigtemps encore
(14 jours et plus) a temperature élevee. Par contre, la
suppression de la période défavorable a ta proliléra-
tion de ["agent pathogéne ne peut en aucun cuas per-
mettre fa reconstitution de plantes saines. Ces résul-
tals évoquent ccux obtenus par STact-Smrrn et
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Fig. 1. Jeune plante de pomme de lerre Hermes issue de méristéme, uprés
8 semaines de culture. La barre représente une longueur de 1 cm.

MeLLor (1968) chez le cultivar « White Rosen et
récemment par L& ef CoLLET (1985) chez le cultivar
«Sangema». Chez ce dernier, il faut noter que I'effet
de I'elévation de la température sur 'inhibition du
pouvair infectieux des agents pathogénes ne débute
qu'au 14¢ jour, débarrassant prés de 30% des mériste-
mes de leurs virus, alors que chez la variéilé Hermes,
cette action a lieu, par contre, déja aprés une semaine
de traitement thermique assurant un taux de réussite
qui est deux fois plus élevé. Aussi on est en droit de
penser que la présence du fait d’un seul type de virus
dans fe matériel Hermes ainsi que la nature méme de
ce cultivar pourraient &tre 4 I'origine d’une certaine
sensibilite particuliére 4 des conditions thermothéra-
piques, permettant ainsi I’élimination rapide de la
maladie,

Sevrage et culture en serre

L'acclimatation selon notre procédé (LE et Couiet,
1985) a permis d'obtenir plus de 95% de planies via-
bles lors du translert du milicu in vitr au milieu
terreux conventionnel sur I'enscmblc de nos essats.
Il convient de signaler que les plantes régénérées
in vitro, une fois translérées en condition de culture
traditionnelie, ont évolué normulement (lig. 2) et
n‘ont présenté aucunc moditication morphologique.



Fig. 2. Plantcs de pomme de teqre Hermes
cultivées en serre.

Conclusion

Nos résultats montrent que larégéneération des clones
de pomme de terre de la variété Hermes est condition-
née par I'application d’une période de haute tempéra-
ture. Pour cela, il est d’'une importance capitale de:

— soumettre d’abord les microboutures en phase de
croissance a fa température de 37,5°C, cela pen-
dant 7 jours au moins;

— prélever ensuite les méristémes nouveliement for-
més afin de reconstituer des individus entiere-
ment débarrassés de leur virus S (PVS) sur milieu
de culture artificiel.
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Résumé

QOn démontre ici 'action conjuguée d'une période de haute iempéracure in
vitro (thermothérapie) et de la culiure de mérisiémes duns le bul de débar.
rasser le virus S de |la pomme de terre (PVS) sur la variété Hermes,

Summary

The combined action of in vitro heat treatment period (thermotherapy) and
merisiem culture is demonstrated here in order (0 [ree the potato variely
Hermes from potato virus S (PVS).

Zusammenfassung

Drer kombinierte Einfluss ciner Period mit erhohter Temperatuf in vitro
{Thermotherapie( und der Meristemkuliur der Karwoblelsorte Mermes. zur
Elintinierung des Virus S (PVS), wird beschrieben.
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Multiplication in vitro de I'Hysope

(Hyssopus officinalis L.)

C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nvon

Introduction

Dans la derniére décennie. I'intérét d'utiliser [a cul-
ture in vitro pour améliorer la gualité des végétaux
économiquement importants a €1é percu favorable-
ment par des milieux professionnels de ["agriculture
(MANTELL et SMITH, 1983 ; GEORGE et SHERRINGTON,
1984).

L’application de cette nouvelle technologie a en effet
permis de développer des moyens de production a
grande échelle pour de nombreuses espaces orne-
mentales (HarnNey, 1982), agronomiques (CONGER,
1981) et forestieres (Basas, 1986), avec [assurance
d’une parfaite conformité des plantes-filles aux carac-
teres sélectionnés des parents.

Dans le cas de I'Hysope (Hyssopus officinalis L.). une
espece pérenne des régions méditerranéennes dont
['huile essentielle est fortement demandde par les
industries alimentaires et pharmaceutiques (Sivon et
al., 1984), il serait intéressant de pouvoir reproduire
des clones séfectionnés pour leur teneur élevée en
matiére active, étant donné leur faible taux de multi-
plication par la méthode traditionnelle (Revy. 1986).

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre essai consiste en
plantes-méres sélectionnées, pour leur richesse en
matiére active, par le Centre d'arboriculture et d'hor-
ticuiture des Fougéres (Rey, 1986).

Désinfection

Les explantats comportant des extrémités de tige en
croissance active de 2 a3 cm de longueur sont désin-
fectés superficiellement par un passage rapide dans
I’éthanol 4 70% pendant quelques secondes, suivi de
deux trempages de 20 minutes chacun, d'abord dans
de I'hypochlorite de sodium a 0,8 %, puis dans une
solution de Kohrsolin® 4 3%. Les explantats sont

Ravoed suiska Witig, Arbanc. Hortis, Vel 19 (6): 363367, 1967

ensuite rincés trois fois a 'eau stérile et mzintenus
dans une solution d’anti-oxydant composéz de 1%
d'acide ascorbique et 1% d'acide citrique. ‘=squ’au
moment de la mise en tube de culture.

Préparation des explantats

Aprés désinfection, les extrémités de tigs sc 11 alors
essuyées entre deux feuilles de papier filtre 223rile et
sont rafraichies 4 leur base de fagon & obi=znir des
explantats dont la taille n'excéde pas 1 cm de
longueur; on les place ensuite dans des i=bes de
culture de 25 mm X 150 mm, recevant chacun 15 ml
de milieu nutritif approprié aux différentes é-apes de
culture (fig. 1).

G

Fig. 1. Explantat initial composé d'exteémité de tige en phas2 3"&tablis-
sement.
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Milieux de culture

Le milieu nutritif de base s2 compose de selsminéraux
de MurasHiGE et $K006G (1962) avec du FeNaEDTA
en remplacement de Na-EDTA et FeSO, - 7TH,0 2 rai-
son de 40 mg/1, 39% de saccharose. .7% d'agar (Difco
Bacie-Agan). 1.0 mg/l de thiamine, 0.5 mg/l de pyri-
doxine. 0.5 mg/t d'acide nicotinique et 100 mg/l de
mvo-inositol.

Etablissement: Pour la phase d'établissement. on
ajoute au milieu de base 4,43 uM (1 mg/l) de benzyl-
adénine (BAY 1 #M (0.2 mg/l) d'acide B-indolylbutv-
rigue (AlB) et 0.57 uM (0.2 mg/l) d'acide gibbérelli-
que {GA:).

Muliplication : Dans le but d'induire la formation de
nouveaux bourgeons, les explantats sont placés, apres
5 semaines en élablissement, sur un milieu de base
rentermant différentes concentrations de régulateurs
de croissance, a $avoir:

— Benzvladénine (BA): 4,44 ou 44 44 uM
(1 ou 10 mg/l);

— Acide g-indolylacétique (AlA): 1,14 uM
(0.2 mg/1);

ou Acide F-indolvlbutyrique (AIB): 4,49 uM
(0.1 mg/l):

ou Acide a-naphtylacétique {ANA): 0,53 uM
(0.1 meg/b.

Enracinemeqt: Trois différents modes de traitement
ont été testes dans cet essai:

— TE: milieu ne contenant pas de régulaleur de
croissance ;

— prétraitement inductif bref (PIB): de jeunes pous-
ses d'hyvsope de 1 & 2 cm environ, en pleine crois-
sance active, sont placées sur un milieu agarisé
contenant de I'acide de S-indolylacétique (AlA) a
la concentration de 300 uM (52.5 mg/1) pendant
5 heures précédant le iransfert sur un milieu miné-
ral dépourvu de régulateur de croissance selon
CoLLET (1983), et sont maintenues par la suite a
I'obscurité pendant 72 heures, 4 la température de
28°C (LE. 1985) pour favoriser 1a mise en place des
fovers meéristématiques évoluant en primordia
racinaires. A la sortie du traitement thermigue, les
cultures sont transférées en photopériode de 16 h,
pour permettre aux microboutures d’émettre leurs
racines adventives;

— prétrattement inductif long (PIL): il consiste &
maintenir les mictoboutures sur un milieu enrichi
de 0.49 M (0,1 mg/l) d’acide f-indolylbutyrique
(AIB) pendant une semaine et i fes transférer sur
le milieu CMS (CoLLeT, 1985). Le pH des milieux
de culture est ajusté a4 5.7 avant autoclavage avec
du NaOH ou HC14 0,1 N ; tes milieux sont ertsuite
autoclavés a 121°C (1,1 bar) pendant 15 minutes.

Conditions de culture in vitro

Les cultures sont placées dans une enceinte climati-
sée 4 la température de 23°C + 1°C de jour et de 18C

Jo4

= 1°C de =ait. el sont éclairées pendant 16 heures par
cvcle de Z< heures. Léclairement dont U'intensité est
de 830 L.V /cm? au niveau des tubes de culture est
fourni pzr des 1ubes fluorescents (Mazda AVIVATF
63/AV 1 L'humidité relative a é1é maintenue  53¢%
+ 3% dz=s la chambre de culture.

Sevrage

Les micr: siantes d'Hysope racinées in virro sont reti-
rées des :bes de culture et repiquées dans un subs-
trat horti :2le traditionnel composé de tourbe (TKS I
et de sat.2 (1:1). aprés une période de préacclimata-
tion atla=: de 48 &4 72 h, durée pendant laquelle les
microptz=:2s sont ramenées progressivement d'une
atmosph=-2 confinée a un environnement neormal de
culture 2 conditions de serre.

Résultats et discussion .

Etablissement

Lors des rramiéres installations in virro. nous avons
pu obser-zr un brunissement marqué des tissus frai-
chement Tréparés, malgre un traitement préventif a
Iantioxy<zni {ac. ascorbique + ac. citrique) appliqué a
la sortie ¢= la désinfection. Ce symptome est apparu,
sur certai==s cultures, dés les premieres heures qui
suivent t=2r mise en place sur fe milieu d’établisse-
ment et = Trovogqué par la suite la coloration du subs-
trat de cuiiuare et I'arrét de croissance des explantats,
L oxvdat: >n des metabolites secondaires libérés dans
le milieu Z2 culture lors de la préparation des explan-
tats pourrzit étre a l'origine de cette pollution du
milieu de culture. Aussi, pour éviter cette altération
du substcz: notritif le rendant impropre a la culture,
nous avo s maintenu les explantats d'Hvsope i 'obs-
curité per.Zant les trois premiers jours de culiure et le
avons trazsférés plusieurs fois sur un milieu neu.
mais de 1 2me composition que celle utilisée en éta-
blissemer.:, jusqu’a ce que le phénomene de colora-
tion du rilieu de culture disparaisse totalement et
que la re=rise de croissance des extrémilés de tige
commens 2 & se manifester réellement.

BrooME e: ZiIMMERMANN (1978) ont signalé le brunisse-
ment des issus de divers Rubus 4 1a mise en culture.
méme apras les avoirt traités avec des subslances anti-
oxvdantes :zlles que 'acide ascorbique. 'acide citri-
gue ouercore de l'hydrochlorure de cyvstéine., et seuls
les transts:1s successifs des explantats sur un nou-
veau mili== aprés 1 cu 2 jours de culture, ont effecti-
vement cg mTige ce défaut. RiprLey et Presce (1986) ont
égalemen: 1it état des précautions a prendre dans la
préparatic = des explantats d'Euphorbia (action favo-
rable du i-ansfert des apex fraichement installés sur
des milie=x neufs aprés 1 4 5 jours), qui diminuent
Fexsudati > des explaniats a un seujl supportable et
assurent :insi vun taux de survie de 100% de leurs
cultures,



Tableau 1. Effets de diverses combinaisons de
régulateurs de croissance sur la prolifération
des nouvelles pousses feuillées chez I'Hysope
{Hyssopus officinalis L) en cuiture in vitro.

R T R b Bl
(M oAty
1 sans régulateurs 0 _
2 Ef\a :gﬁg; 80+15 = -
3 Re (ode 35512 e
¢ EQA :ggg; 1.2£04 ++
5 iﬁA 5345;‘)1] 1002 ++
o WA (t14 14%03 - .
’ Al E‘%‘Eii" 11£05 +

¥ L'évalugtiop das diverses combingisons de régulateurs de croissanca est réasli-
sée sur 1a base de 29 axplamaisfirzitemenl. Las exceriancas ¢nl 414 répélées au

.moins deux tais,
ZLe nembre de signes + indique 13 grasseur ralativa du cal & 13 fin de cheque expe-
rience [« = gucun: + = faibla: ++ = mayenne),

P . Fie. 2 Développemezn: de nouvelles pousses sur le milieu de base de
Multlpllcatlon des nouvelies pousses MURASHIGE &1 Skioc 9611 contenant 4,44 M de Benzvladénine (BA) et

fel.li”ées 0.4% M d'acide F-incdeivibuiveique (AIB).

Lorsque les pousses axillaires obtenues sur les peu efficaces pour induire e nombre de pousses pro-
explaniats initiaux ont atteint une taille de 0,53 1,0 cm duites par explaniat ; cette diminution significative de
environ, on les transfére sur un milieu de base enrichi .{a capacité organogéne s’accuse encore lorsqu’on aug-
de diverses combinaisons phytohormonales (cf. mente la concentration en benzyladénine (BA) a
Matériel et Méthodes, et tabl. 1} pour provoquer le 44 44 uM dans le milieu nutritif de base.
développement-de nouvelles pousses feuiliées.

Comme le montre le tableau 1, 'adjonction de consti-
tuants hormonaux dans le milieu de culture est néces-
saire au développement des pousses feuiliées chez
I'Hysope cultivé in virro. L'absence totale de régula-
teurs de croissance ne permet pas. dans le cas présent,
la mise en place de primordia évoluant en de nouvel-
.Ies pousses. Le meilleur développement, dans nos
conditions d’expérimentation, a été obtenu avec le
mélange de 4,44 M de benzyladénine (BA) et de
0,49 uM d'acide f-indolylbutyrique (AIB); sur ce
milieu, on dénombre une moyenne de 6 4 8 nouveliles
pousses produites par explantat et par subculture de
multiplication (fig. 2). Les pousses feuiliées ainsi
développées sont toutes utilisables soit pour les opé-
rations de multiplication, soit pour les travaux d’enra-
cinement ultérieurs. L'augmentation de la teneur en
benzyladénine (BA) 3 44,44 uM dans Ie méme milieu
de culture a diminué le taux de prolifération et la qua-
lité des pousses obtenues (cals) ; on assiste alors 4 un
phénomeéne de raccourcissement des points veégéta-
tifs qui sont en cours de développement (fig. 3).

Le type d’auxine entrant dans la composition du
milieu nutritif influence la formation des nouvelies
pousses feuillées. Seul I'acide S-indolylbutyrique
(AlB} 2 moniré une action favorable au développe- -
ment de celles-ci, alors que I'acide ﬁ-indolylacétique Fig. 3. Inhibilion de ]a ccoissance des nouvalies pousses Tewillées sur le
(AlA} et I'acide a-naphthylacétique (ANA) s’avérent milieu enrichi de 4431 uM de Benzyladénise {BA).
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Enracinement

Les résultats présentés dans la figure 4 montrent que
le traitement a Pacide S-indolvlacétique (AlA) 2 1a
concentration de 300 uM, pendant 5 heures, provo-
que I'enracinement de plus de 90% des micraboutu-
res, apres 15 jours de culture. Le nombre moven gz
racines produites par ce procédé s'éléve a 3 nouvelles
racines par microbouture contre | racine obtenue dit-
ficilement (5%} avec un traitement dépourvu de régu-
lateur de croissance (TE). L'incorporation de 0.3 M
d'acide B-indolylbutyrigue (AlB) dans le milieu d2
culture de base selon la technique PIL entraine un:
augmentation insuffisante du pourcentage d'enrac:-
nement (25%) et du nombre de racines formées par
explantat.

Dans nos conditions de culture, ies microbouture:
traitées selon le procédé PIB font apparaitre les pre-
miéres ébauches racinaires dés le septiéme jour dz2
culture. Ces ébauches évaluent assez rapidement er.
racines bien formées sans apparition de cal a la basz
des microboutures.

Des résultats comparables, avec la méme teneur er
auxine (AlA), ont été rapportés pac CoLLET (1985) sur
la rosier, et CoLLET et L& (1986) sur les variéiés d=
pommier Gravenstein et Tohoku, et le pocte-greffz
M26.

@100— —'5‘”%
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=
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Fip. 4. Pourcentage d'entacinement £t aombre moyen de racines obteny:
selon divers modes de traitemend chez 'Hysope (Kvssopus offfcina.:s L.
culivé in virre. (TE: sans régulateur de croissance: PIL: prétrainemer:
inductil Nong: PIB: prétraitement induetif bref)

Sevrage

Le transfert des microplantes racinées in vitro en
milieu de culture traditionnel, en serre, par passage
progressif selon ngtre technique décrite plus haut
(cf. Matériel et Méthodes) a permis d’obtenir plus de
95% de jeunes plantes capables de poursuivre leur
cycle de végécation, sur I'ensemble de nos essais.

Il convient également de signaler que les plantes mul-
tipliées in vitro, une fois sevrées en serre, ont continué
a évoluer normalement (fig. 5) et n'ont présenté
aucune modification morphalogique.
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Au cours de cet essai, nous avens cherché a mettre a
point une méthode de multiplication rapide de I'Hy-
sope (Hyssopus officinalis L.} qui pourra étre facile-
ment appliquée aux nombreux clones sélectionnés
par la RAC — Centre des Fougéres, pour leur richesse
&n matiére active et dont le taux de reproduction par
voie conventionnelle demeure encore modeste. Nos
premiers résuliats d’expérience montrent que:

— les extrémités de tige d’Hysope sont capables de
produire des nouvelles pousses a un rythme rapide
sous l'action d'un équilibre hormounal précis;

— les pousses ainsi obtenues pevvent étre régéné-
rées en plaates entiéres moyeanant un teaitement
inductif bref a 'acide fB-indolylacétique (AIA)
selon CoiLeT (1985);

— le transfert des microplantes en conditions de
culture de serre est effectué sans difficulté particu-
tiere permettant ainsi 4 plus de 95% de plantes in
vitro de poursuivre leur croissance et leur dévelop-
pement ultérieurs

— aucun signe de variation phénotypique n’a été

décelé au cours de la cultuce ea counditions de
secre.

Des travaux ultérieurs realisés sur d'autres clones
d’Hysope sont en cours de développement afin de
verifier I'efficacité de cette technique de micropropa-
zation.
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Résumé

Le présent article décrit une méthods de cullure en milicux siérites de I'Hy-
sope (Hyssopus officiralis L.}, qui permet "obtention de 6 nouvelles pous-
ses par explantal mis en culture.



Des extrémités de tiges d'Hysope ont 1€ cultivées sur un milieu nutritif
gélosé contenant les sels minéraux de base de MuRASHIGE et Sx00G (1962),
additionné de 4,44 4M de Benzyladénine (BA) et de 0,49 M d'acide
g-indolylbutyrigue (AIB) pour induire le développement de nouveaux
bourgeons. L'enracinement des nouvelles pousses (micreboutures) a été
obtenu en trajtant tes jeunes pousses avec de l'acide #-indolylacétique
{AlA} & la concentration de 300 4M, pendant 5 heures. et en les cultivant
par 1a suite sur un milieu de cultute dépourvu de tégulateurs de croissance
(CouteT, 1983). Aucune modification morphologigue des plantes issues de
cultare in virro 0'2 été observée apres le sevrage ef la culture en conditions
de setre.

Summary

A method fot in vira culturing of Hyssop (Hyssopus afficinalis L.) which

induces the formation of 6 new shoot primordia perexplant, is described in
this publication.

Young shoot tips of Hyssop (Hyssopus officinalis L.} are being cultivated on
a basal MurasSHIGE and Skood (1962) salts medium supplemented with 4,44
#M Benzyladenin (BA} and 0,49 4M [ndole-buiytic acid (IBA) in order to
induce shoot primordia formation. For rooting microcuttings were treated
with 300 xM Indoleacetic acid (JAA) during 3 hours, and then transferred
on a hormone-iree medium (Cocter. 1983). No obvious morphological
changes were noticed after weaning and the transfer under green-house
.:ondilions‘

-Zusammenfassung

In diesem Anikel wurde eine Gewebekuliuntechnik fiir Ysop (Hvssopus
officinafis L.) beschrieben, mit der wir 6 Knospen pro Explant erreichen.
Triebspitzen von Ysop (Hyssopus officinalis L.} wurden auf einem Agar-
Nihrmedium kultiviert, die die Grundsdrzlichen Mineralsatze von Mura.
sHIGE und SkooG (1962) enthiilt, erginzt durch 4,44 4M Benzyladenin (BA)
und 0,49 M #-1ndolyl-buttersiure (IBS). um die Bildung von neuen Kno-
spen zu bewischen. Zur Wurzelbilduag wurden dic neuen Siecklinge
$ Stunden mit 30 xM B-Indolylessigsaure (IES) behandell und dann auf

ein Hormonfreies-Nihtmedium iiberftihrt (CotLeT, 1985). Nach der Akkli-
matisierungund dem Anbau im Treibhaus wurden keine morphologischen
Verénderungen der in virro-kultivierten Pflanzen festgestellt.
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|. Etablissement et multiplication /in vitro
de Pyrus malus L. (M25, M26, M27, MIM106, M9
type Jork) et de Cydonia oblonga Mill. (A)

G. F. COLLET et Linh Cong LE, Station fédérale de recherches agronomigues de Changins, CH-1260 Nyon

Introduction

La production de porte-greffe bien enracinés, de
diverses vigueurs pour satisfaire aux besoins de la
production fruitiére seion les sols et climats, présente
un grand intérét pour ia pratique arboricole. Elle se
heurte néanmoins i de graves difficultés pour certai-
nes variétés telles que M9, M27 et Cydonia.

La culture in vitro peut apporter des solutions a ce pro-
bléme (ABBOTT et WHITELEY, 1976 ; QUOIRIN ef al.,
1974 ; JonEs, 1979 ; ZIMMERMAN et BROOME, 1980). C’est
pourquoi nous avons examing les conditions de pro-
duction in vitro de ces porte-greffe en les comparant &
trois autres porte-greffe connus, M25, M26 et MM106.

La micropropagation in vitro de ces porte-grefie doit
obligatoirement passer par quatre étapes (LE, 1985b)

e L’établissement in vitro ou adaptation 4 des condi-
tions artificielles de méristémes enveloppés de
quelques ébauches folizires. Cette opération est
deélicate, mais une fois réussie, elle offre 4 ces bour-
geons des conditions idéales de développement.

e La multiplication in vitro de ces bourgeons par
microbouturage des nouveaux bourgeons axillaires
formés. La rapidité de multiplication va non seule-
ment dépendre du temps nécessaire a la croissance
de ces nouveaux bourgeons (généralement 3 a
4 semaines) mais encore du nombre de ceux-ci uti-
lisables A& chaque repiquage.

¢ L'enracinement garanti de ces boutures in vitro. Un
taux d’enracinement élevé peut étre obtenu méme
pour des cultivars réputés difficiles a enraciner,
grace a une technique respectant ies besoins phy-
siologiques de ces plantes.

¢ Enfin le sevrage de miniplantes (2 4 3 cm), c’est-
a-dire leur réinsertion dans leur environnement
naturel. Cette autonomie retrouvée ne doit pas étre
accompagnée de grosses pertes.

Cet article décrit ces étapes pour les 6 porte-greffe
chaisis et les résultats obtenus depuis 1983 pour cer-
tains cultivars.

La justification du choix de cette méthode est déve-
loppée dans la conclusion a la page 258.

La publication se fera en plusieurs parties; la pre-
miére est consacrée a la description méthodologique
et aux deux premiéres étapes, I’établissement et la
muitiplication in vitro. Les parties suivantes traiteront
de I'enracinement, du sevrage et d’autres possibilités
pour cette biotechnologie,

Matériel et méthodes

Les variétés de porte-greffe de pommier et de cognas-
sier utilisées dans ces recherches, ainsi que leurs
dates d’établissement in vitro et le numéro code du
clone choisi, sont décrites dans le tableau ).

Tableau 1. Porte-greffe de Pyrus mealus (M26, M25, M27, MMI108, J9) et Cydonia oblongs (Cyd A).

Qrigine Arriv. RAC Etebl, i vitro Code

M26 {East Malling) M16 X M9 21.02.67 17.06.82 4221

M26 {East Malling) M16 x M9 21.02.67 17.02.86 8620

M25 {East Malling) Northern spy 20.04.70 20.02.86 8618
X M2

M27 {East Malling) M13 X M9 13.04.72 18.02.86 8621

MMI106 {East Malling} Northern spy 1954 19.02.86 8622
X M1

Ja {M9 ype Jork) Paradis jaune 1954 06.02.86 8606

de Metz
Cyd A {East Malling) Cognassier 1968 18.08.83 Cyd A
d’Angers A
253
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Fiw. 1 A1 conleneurs en polvpropyléne sorlanl de I'autociave el que |'on
peutvonzerverdans leur sac ¢n papier: B) déul des ergols permentant I'em-
pilemiens des pols contenan! [¢ milicuw aulritif,

La culture in vitro est conduite en tube de verre
Kimble R (150 X 25 mam) bouché avec des cap-o-test
en polvcarbonate. ou en pot autoclavable en poly-
propyiéne de 400 m] (Plastem} fermé par un couvercle
en PVC stérilisé au préalable par rayonnement ioni-
sant 12 my Rad) ou par de ["oxvde d’éthyléne (3-6%).
Aprés avoir re¢u lu quantité désirée de milieu nutritif,
ces pols peuvent éire gerhés pour &tre slérilisés
(121°C. 15 min.), permettant ainsi un appréciable gain
de temps et d’espace (fig. 1)
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Les milieux nutritifs utilisés ont pour base des
milieux classiques (MURASHIGE et SK00G, 1962 ; Quot.
RIN et gl., 1977 : WaLKEY, 1972 ; WERNER ¢t Bok, 1980)
que nous avons modifiés pour nos besoins et dont le
détail est donné au tableau 2. Les composés chimi-
ques minéraux proviennent de Merck ; les composés
organiques de Sigma. Les hormones suivantes:
auxines: Ac. 3-indolylacétique (1AA), Ac. 3-indolyl-
butyrique (IBA), Ac. 24-dichlorophénoxyacétique
(2,4-D); cytokinine: 6-Benzylaminopurine (BAP);
gibbérelline : Ac. gibbérellique (GA3) sont solubili-
sées dans quelques millilitres d’éthanaol puriss. Nous
utilisons du «bacto agar DIFCO» et du saccharose
pur.

La culture in vitro se déroule en chambre climatisée
dont la température est réglée a 23°C pendant les
16 heures de jour (Tubes fluorescents AVIVA/Mazda
850 pW/cm? au niveau des plantes). La température
nocturne est maintenae a 20°C,

Tableau 2. Composition chimique des milieux nutritil.
utllisés,

Etablissement Multiplicetion Enracinemend
{an mM}
E VZLP MCX cms MCRES
NH4+ 10,30 250 2060 2,00 1,75
NO3- 19,70 16.40 39,40 18,00 12.20
P 0,60 1,00 1.25 2,00 1,75
K 10,00 9,90 20,05 12,00 0,00
Na 0,00 0,00 0,00 0,00 8,20
Ca 1.50 2,50 3,00 3.00 2,00
Mg 0,75 073 1,50 1,50 0,20
'S 0,75 073 150, _1,80 .20
Fe 005 005 010 002 -
8 0,16 0,10 0.10 010 -
Mn 0,11 0,005 0,10 Q.05 -
KI - 0,0005 0,005 0,005 -
Zn 0,03 0,03 0,03 0,01 -
Mo 0,001 0,001 0,001 0,001 -
Co - 0,0001 0,0001 00,0001 -
Cu 0,0001 00,0001 0,0001 0,001 -
Thiamine  0,00296 0,00118 0,00296 0,00296 —.
Myoinositol 2,780 0,555 0,555 0,555 -
Pyridoxine - 000243 0,00243 0,00243 -
Ac. nico-
tinique 0,00812 000406 000406 0.00406 -
Panto-
thénate Ca 0.00105
Biotine 0,00041

Riboflavine ¢.00027
Ac.p.amino- 0,00904

benz.
Ac. folique 0,00002

Phytohormones {en M)
18A - a0 ¢.49 - -
2,40 0,005 - - - -
8AP 4,44 4,44 4,44 - -
GA3 0,29 .29 0,29 - -
Saccharose 2% 2% 3% 2% 2%
Agar 0.8% 0,8% 0,6 % 0.7% {0,7 %)
pH 5,8 5,5 57 5.7 5.1
Lac elion dus &lé 15 et ¢ Hues est exprimae on millima-

[ ar
laire [mM]) seuf pour les phytohormanes [uM), Y8 sucre ot Fager (%]



Etablissement /in vitro

Les bourgeons des 6 variétés de porte-greffe prélevés -

généralement sur des rameaux dormants sont établis
sur le milieu E du tableau 2, aprés désinfection super-
ficielle. Quinze jours plus tard, ils sont transférés sur
le milieu de multiplication MCX du tableau 2 et y
séjournent un mois. lIs sont alors repiqués, aprés divi-
sion &ventuelle des touffes, sur des milieux neufs de
multiplication {tabl. 2).

Le matériel végétal utilisé dans noire étude comporte
des rameaux de I’'année, dont ia dormance a été levée
par quelques semaines de conservaiion en chambre
froide (2 44°C). Ces rameaux identifiés par une lettre
sont fragmentés en plusieurs segments de 2 a 3 bour-
geons qui sont numérotés de maniére a les situer sur
le rameau a partir du bourgeon apical (tabl. 4},

La désinfection superficieile du matériel végetal s’ef-
fectue par un passage rapide des fragments de
rameaux dans ['éthanol 4 70% pendant quelques
secondes, suivi de deux trempages de 15 minutes cha-
cun, d'abord dans une solution d’hypochlorite de
sodium & 1%, puis dans le Kohrsolin® 2 3%. Les
rameaux sont alors rincés trois fois a I'eau stérile, puis
a I'éthanol a 70% pour faciliter leur essuyage.

Sous une loupe binoculaire (grossissement 20 fois)
éclairée au moyen de fibres optiques, la dissection des
bourgeons permet le prélévement du déme apical
excisé avec une ou deux paires d’ébauches foliaires.
Cesexplantats{apex de 0,52 0,8 mm) sont ensuite pla-
ces dans des tubes de verre (150 X 25 mm) contenant
12 ml de solution nutritive gélifiée par de I'agar (E,
tabl. 2) et sont maintenus dans 'environnement
décrit plus haut.

Multiplication

Les subcultures de multiplication sont réalisées 4 par-
1ir de bourgeons axillaires repiqués toutes les quatre
semaines sur ['un ou 'autre des milieux nuiritifs pro-
posés dans le tableau 2. Le choix des bourgeons de
repiquage est imporiant pour assurer la qualité des
«vitroplants», comme le montre cetie étude. Ce tra-
vail a été conduit en veillant 3 attribuer 4 chaque nou-
veau bhourgeon au moment de son repiquage un
numéro matricule correspondant 4 sa position dans la
touffe (fig. 2).

Ainsi, au cours des subcultures successives, chaque
bourgeon utilisé voit son matricule augmenté, per-
mettant d'établir des correspondances entre le com-
portement des explaniats au cours du 1emps et leur
origine (tabl, 4).

Enracinement

Pour enraciner les microboutures, des tigelles de 10-
20 mm sont choisies et subissent 'une ou 'autre des
iraitements inducteurs A ou B.

Fig. 2. A) explantats de M26 aprés 4 semaines de cultuces sur MCX ; B) cepé-
rage des divers bourgeons (n° matricule)} 0: axe principal ; 1 34: bourgeons
axillaires: T: touffe basale.

A. Prétraitement inducteur long (PIL)

Les microboutures sont plantées dans un milieu
nutritif classigue LP/2 ou appauvri CMS (tabl. 2),
dont 1a composition hormonale est limitée ala teneur
e auxine a basse concentration : Ac: 3-indolylbutyri-
que 1BA a 10 uM, et y séjournent pendant 15 a
20 jours, dout les cing premiers s’écouient a I'obscu-
rité 4 27°C avant de revenir en situation photo-
thermopériodique normale (LE, 19852). Auterme des .
trois semaines, les microboutures enracinées et le
nombre de racines par bouture sont enregistrés avant
le sevrage.

B. Prétraitement inducteur bref (PIB)

Un prétraitement inducteur bref 4 forte concentration
d'auxine caractérise cette technique originale (CoL.
LET, 1985). Les microboutures sont fichées dans une
solution agarisée d’auxine naturelle (Ac. 3-indolyl-
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acétique (1AA), radioactive ou non) foriement con-
centrée : 0,3-3 mM selon la variété et pendant guel-
ques heures (16 h). Ensuite les microboutures ainsi
prétraitées sont repiquées sur un milieu appauvri et
sans hormone (CMS —tabl. 2) jusqu’a I"apparition des
racines (7 a 20 jours selon les cas).

Sevrage

Les microboutures enracinées commencent leur
acclimatation en serre par I'ouverture des couvercles
des conteneurs pendant 48 a4 72 h avant d’étre transfée-
rées sur un substrat horticole classique TKS1 conte-
nant 20% de perlite. Aprés quelques semaines de
développement ex vitro, ces plantes sont rempotées
en terre horticole et traitées comme des plantes pro-
duites par bouturage ou marcottage traditionnels.

Résultats

Etablissement in vitro du matériel
végétal

La réussite de Iétablissement in vitro (tabl. 3) est
mesurée en pour-cent des bhourgeons en croissance
axénique (sans auire organisme} par rapporti a Ja tota-
lité des bourgeons mis en culiure. Si I’établissement
in vitro des porte-greffe M25, I9 et Cydonia A est rela-
tivement facile (plus de 809%), celui des autres porte-
greffe étudiés est plus délicat. Certains résultats
(MMI106) montrent que la réussite ne dépend pas que
de la vaneté, mais aussi de l'état physiologique des
bourgeons a la levée de dormance et de I'habileté de
Popérateur.

Tableau 3. Etablissement /n vitro des porte-greffe.

Nbre de bourgeons  Moyenne du %

Cultivar Clong Date expérimantés de réussite
M26 4421 17.06.83 20 30% £ 10%
M26 8620 05.03.86 99 34% 1 24%
M27 8621 06.03.86 44 36% £ 20%
M25 8618 20.02.86 49 80% 1 22%
MM108 8617 19.02.86 50 26% £ 15%
MM106 8622 20.03.86 88 53% 1 20%
MMI106 8624 04.04.86 68 16% £ 8%
Jg 8608 08.02.86 45 82% + 37%
Cydonia A 18.08.83 17 100% -

Chaque ramaau {cf. tabl. 4] ast est établig sur

10 315 remgaux,

lysé paur Iui- mé la moy

Cependant, le taux de multiplication de telle souche
par rapport 4 telle autre est un paramétre important en
terme de succés (commercial), et qui s’affirme au
cours de subcultures successives, ce qui conduit au
choix des meilleurs bourgeons: tableau 4,
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Tableau 4. Teaux de multiplication des meilleurs clones
au cours des premiéres subcultures
(5C5 5C,), avec un exemple détaillé pour
le M27 concernant le choix (cf. tabl. R3).

Subculivres
bour:oeon NBU/NBC s
9 S$Ca3 SCq4 SCs SCe SC7

vafions

Cultivar

M25 A15 31 55 3.1 33 65 115118 *
MM106 513 40 18 23 23 24 60/25 -
Jg J5-10 20 20 24 25 30 - .
M26 H12 43 33 30 30 37 3710 -
M27 810 25 28 57 22 57 173 C
M27 B18 45 22 28 40 28 11/4 c
mM27 E13 41 42 30 31 30 41714 -
M27 J10 3.0 30 50 23 50 1072 F
m27 K6 50 20 22 22 25 542 C
M27 G4 - 24 40 35 4.0 26/6 )

N2bourgeon : lattre = identitication du rameau ; chiffre = N2d'ordre du baurgeon
compié depuis te bourgeon terminal. NAU/NBC = nombre de bourgeons utilisa.
bles rapportés su nombre de bourgeons cultivés dens le demidra subculture SC 7.
Observations complémentaires; C = cals ; V = aspect vitreux; F = thucivation du
teux de multiplication ; [ous som des tecteurs d'&limination; * = choix final du

clkone.

La multiplication in vitro de ces plantes ligneuses
dépend de plusieurs conditions : les unes relevant des
caractéristiques de la souche du végétal, les autres de
I'envitonnement physico-chimique (milieu nutritif,
photothermopériode, vaisselle, ete.).

Nous avons suivi le développement de plusieurs
dizaines de bourgeons de chague cultivar, prélevés et
cultivés dans les ménies conditions pendant quelgues
subcultures (SC3 a 7 du tabl. 4). On constate que cer-
tains bourgeons sont plus productifs que d’autres, et
que le 1aux de muitiplication fluctue plus ou moins
selon la souche ou le clone. Il en va de méme en ce qui
concerne l'apparition de cals, de tissus a aspects
vitreux (hyperhydriques), ou la miniaturisation
excessive des nouveaux bourgeons. Il apparait ainsi
clairement en suivant I'évolution d’un bourgeon au
cours des subcultures successives (1abl. 5) que le taux
de multiplication est moindre pour les axes pri
paux (0) gue pourlestiges issues de bourgeons axillai-
res (1 an) (cf. fig. 2B). De méme, on note une nette
propension 4 la formation de cals ou de tissus vitreux
pour des bourgeons issus de la base de la touffe (T),
plus ou moins complétement immergés dans le
milieu nutritif enrichi de cytokinine,

La comparaison de la croissance (gain pondéral) et du
développement (taux de multiplication par subcul-
ture de nouveaux bourgeons) du clone 349! de M26
cultivé sur deux milieux nutritifs de multiplication
MCX et LP/2 (1abl. 2) permet les constatations sui-
vantes (tabl. 6). Si la nature du conteneur — tube en
verre ou pot en polypropyléne —n’a pas d’impotrtance,
la composition du milieu nutritif est déterminanie
pour favoriser ou non la croissance (différences trés
significatives **), La quantité de milieu a disposition
de chaque explantal joue également un rdle non
négligeable pour ces culiures de 4 semaines.

Quelle est la part de la composition minérale et celle

Multiplication in vitro



Tableau 6. Détail du choix d'un clona (E13 du M27).

Bourgeon 8Ca §Ca ' sCs sCe sC7
( 0,0,0/1-4 0.0.0,0/1/2 0.0, 0,0, 0-3
0 0,0/1/T 0.1.0
0.7 c
1,0,0,0/1C
1.1,0-2/3 1,1, 3 infecté 1,2,2.0,0/1/2
1 1,0/1/2/3/T 1,2,0/1/2 1,2,2,0/1/2/3/4/5 :,g, g i' g;:;z;a
1,3.0/1 1.2.2.6,0-2
1,17 ¢
2 2,0/11/2/3/7 pardus
3.0,4,0-2/3/4 { 3os30nmz
3 3.0/T 3.0,0-3/4/5 3.0.5.0/1
- 3,07 c
M27 E13 ’
4,0,0/1 4,0.1.0/1 { j'g' 1'?’81’::”:5"3”
4,1,0/1/2 4,1,2.0/1/2/3 :' :g § g:::;z;s
4,20
a 4,0a8/T 1 230
4,4,0
4,50 4,5,0,0/1/2 { :'g'g'g'g“
4T.0 4,7.3,0/1
4,T.0, 1/2/3/4/6 4740 v
4.T.5 0 v
( T,1,0/1 Vv
T T.1/2/3 1T 2.1
| T, 3 c

Lors de chaque subculiure, apparition de nouveaur bourgeons est identiliée par le matricule de Je subculiure précédente sugmenté d'un chiftre idantitiant 12 pasition de

cheque Nouvaew Bourgeon.
0: sxe principal; 1 4 10 bourgeons axileires (fig. 2};
T: toulle de 1rés petits bourgeons noyés dans une masse tissulsire,

Les chilfres gras correspondent sux bourgeons chofzis pour la prochaing subculiure de multiplication, de teille suffisante et sans déleut vigible.
Ex.: M27 ET3 1, 2, 2, Q/1/2/3-5 signitie qu'il ¥y 8 & bourgeons recensés en S5C6, dont 4 sont choisis pour profenger 1s muitiplication.

V/C/N: sspect vilreux, callogéne ou nécrotique ; tous facteurs d'élimination,

Tablaau 6. Comparaison des poids frais [PF {mg)]
et du nombra da bourgaons utilisables
(> 5 mm]) [N8U] du M28/349
aprés 4 semaines da culture in vitro

en conditions nutritivas diffarentas (cf. tabl. 2).

Milieux nutritifs MCX 1/2 LP
::;";em Conieneur  PF {mg) NBU PFlmgl  NBU
Tube 972.3 6 74 §23,2bes 3,9¢
+ 3227 +2,8 +137.1 2.0
12 ml
Pot 958,40 6.9 630,35 3.0¢
Plastem 3:246,6 +2,7 +169.6 +1.,6
Tube 636.2v 4,60 391,5¢ 3,6¢
+220.8 +2.8 *+ 86,7 +1.,5
6 mi
Pot 630,20 3.8 345,7» 3.7¢
Plastem +147.3 +1.3 +128.7 1,1

1815 non marqués par te méme lottre.
Chaque movenne est aleblie sur 20 mesures, |P: 0,05)

a—-c

a—e } Test de Oungan établissant une diflérance signiticative entra les résul-

de la teneur en hormones dans les différences de
croissance enregistrées entre les deux milieux nutri-
tifs MCX et LP/2? Dans une premiére série expéri-
mentale ou seule la composition en macro-éléments
et en hormones différe, nous relevons (tabl. 7) que par
rapport au milieu nutritif de référence (MCX com-
plet), 1a gibbérelline n'a qu'un effet négligeable, alors
que l'absence d’auxine réduit considérablement le
gain en poids sur le milieu riche (MCX). Pour abaisser
les performances déja limitées de 30% du miliew
LP/2, il faut supprimer auxine et gibbérelline. Les
résultats complémentaires suivants montrent pour
une méme teneur en hormones indispensables (BAP
+ iBA) une modeste amélioration du poids lorsqu’on
double la concentration en macro-élémentis du LP/2;
de —39,4% (tabl. 7), on passe a —31% (466 mg en
moyenne par explantat); tandis qu'en augmentant
spécifiquement 1a teneur en ammonium de 4 fois
celle du LP/2, pour la rendre proportionnellement
égale a celle du MCX, I'accroissement du poids des
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Tableau 7. Comparaison des effets hormonaux sur
e croissance pondérale des microboutures
de M26 cultivées sur les 2 milieux
de multiplication proposés.

Milieu nutritif — MCX complet
% = P2 %100

MCX complet

Tenaur an phyloharmones

Miligux
- AP BAP BAP BAP 14,44 oM)
mindraux gAa - GA3 - 103 M)
BA BA - - 10.5 M)
MCX 0% +6,3% -—-43.3% -
{réfé-
rence)
LP/2 - 336% —394% -325% —51,6%

Chaque % est calculé sur Ia moyanne &ablis sur 2 répétilions comprenant
20 axplaniats par variania,

touffes est plus sensible: (574 mg) soit une diminu-
tion de —11% par rapport 3 laréférence MCX compiet.
Ainsi, 1a composition minérale (macro-éléments)
joue un role majeur dans la croissance, et la stimula-
tion auxinique a besoin d'un milieu riche, particulié-
rement en azote.

Discussion et conclusions

Grice au soin mis & préparer le matériel végétal des-
tiné a ces cultures in vitro, on met en évidence I'hété-
rogénéité du comportement interclones du M27,
comme au long des subcultures (tabl. 4). Ces varia-
tions affectent non seulement le taux de multiplica-
tion, mais encore la croissance pondérale (tabl. 6) et se
répétent pour les sept porte-greffe expérimentés dans
ce travail. Néanmoins, au fur et 4 mesure des subcul-
tures, une pius grande régularité apparait, conséquen-
ces probables des sélections conscientes ou non,
réalisées a chaque repiquage. Ces observations sont

- semblables a celles de ZIMMERMAN et BROOME, 1980, et
SRISKANDARAJAH et al., 1982.

En fin de compte, le choix d’une bonne souche pour
la micropropagation commerciale d’une variété peut
s’appuyer sur les parameétres enregistrés au cours des
premiéres subcultures, comme nous ’avons fait ici
pour chaque cultivar,

Les meilleures chances de culture in vitro appartien-
nent & des bourgeons de rang voisin de 12 dans le
rameau original, quel que soit le cultivar expérimenté
ici (tabl. 4). Le choix des bourgeons axillaires lors de
subcultures successives est imporiant. L’immersion
plus ou moins compléte des tissus (tiges et feuilles) 3
labase de I'explantat favarise I'absorption en quantité
excédentaire de cytokinine (NORDSTROM et ELIASSON,
1986) et peut-étre d’ammonium, avec les conséquen-
ces fatales enregistrées. Ces observations répétées sur
une quinzaine de bourgeons de chaque cultivar doi-
vent rendre prudeat dans I’exercice de ce choix. Un
milieu de multiplication abondant et riche est bénéfi-
qQue pour le développement des explantats du M26
{1abl. 7) comme des autres porte-greffe.
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La justification pratique de I'utilisation d’une bio-
technologie plus difficile et coliteuse pour le pépinié-
riste doit s'appuyer sur fa garantie qu'aucune autre
technigue traditionnetle ne soit en mesure de concur-
rencer cette méthode. Encore faut-il ne pas préter a
une nouvelle biotechnologie ou aux produits qui en
résultent des qualités qu’ils n’ont pas. Rappelons
donc les avantages et les limites de la culture in vitro
appliquée avec maitrise. La micropropagation in vitro
permet une production pratiquement illimitée de jeu-
nes plantes homogénes. Leur qualité phytosanitaire
d'origine est garantie, ou mé&me un assainissement
peut étre réalisé en complément de cette production
facilitée, mais aucune qualité nouvelle de résistance
aux maladies ou a d’autres stress (sécheresse, salinité,
pollution, etc.) n’est directement impliquée dans ce
mode de production. Certes cette technique peut con-
tribuer & 'améfioration génétique, sans en constituer
I'élement essentiel. Enfin la conservation in vitro de
plantes ligneuses présente les mémes avantages que
pour d’autres productions horticoles: faible encom-
brement, économies d’énergie et de travail et garantie
phytosanitaire.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, nous rev.
drons sur 'importance de la qualiié des milieux de
multiplication, notamment sur Venracinement.
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Résumé

Six porte-greffe de Pyrus matusL. (M25, M26, M27, 19, MM108) et de Cvdo-
nia oblonga Mill. sont cultivés in vitre. L'imporiance du choix des explan-
fats sur le taux de multiplication et *accroissemens pondéral est mis en évi-
dence. La composition et 1a quaniité du milieu nutritif A disposition des
plantes joueni égafemeni un réle majeur dans le développement de‘
micropropagation.

Summary

Six apple-rooisiocks of Pyrus mafus L. (M25, M26, M27, ]9, MM106) and
Cvdonia oblonga Mill. were culiured in vitre. The imporiance of the choice
of 1he expianls on the rate of proliferation and on plant growih {fresh
weigh1} was shown. The composition of culture media and the amount of
nutritive solution provided for plznileis can also play a role in the develop-
ment of a method {or rapid micropropagation.

Zusammenfassung

Sechs Unerlagen von den Apfelsorten Pyrus malus L. {M25, M26, M27,)9,
MMI108) und Cydonia obienga Mill. werden in vitte kultiviert. Oie Bedeu-
tung der Wahl der Explantate fiic die Yermehrungs- und die Wachsiums-
rate werden beschrieben. Die Zusammenseizung der Nihrlésung sowie
deren der Pllanze zur Yerfigung stehende Menge spiclen auch eine grosse
Rolle in der Entwicklung einer Methode zur raschen Massenvermehrung.
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. Enracinement in vitro de Pyrus malus L.
M9 type Jork) et de Cydonia oblonga Miil.

(M25, 26, 27, MM106,
(R)

G. F. COLLET et L. C. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon

Résumé

L'enracinement in vitro des porte-
greffe de pommier et de Cydonia
exige la production de microboutu-
res bien développeées et un prétrai-
ternent auxinique adapié a chaque
cultivar. Une forte concentration
d'auxine (0,3-3 mM |AA) associée d
une bréve durée de conlact ame-
ltore netterent la rhizogenése de
ces microboulures quel que soit le
cultivar. L'étude de la distribution de
I'AA-21C et de son rétabolisme
contirne ces conditions optimales
d'enracinement.

Introduction

Dans cette denxiéme partie de la publi-
cation traitani de la micropropagation
in vitro des porte-greffe, nous ne rap-
pellerons que Pessentiel des métho-
des, renvoyant pour plus de détailsala
premiére partie (CoLLEr et Le. 1987).
La phase d’enracinement constitue
. dans la propagation vépgétative des
plantes une étape cruciale. Les diffi-

Tableau 2. Comparaison des poids fraia (ma) dea microboutures de M28 selon compo-
sition hormonate du milieu nutritif MCX: BAP (Benzylaminopurine: 4,44 «M}); IBA
(Ac. J-indolylbutyrique: 0,5 M) ; GA; (Ac. aibbéreilique: 0,3 xM).

BAP BAP BAP BAP - -
1BA 1BA - - 18A -
GA, - GA, - GA, -
Moyénne des clones
3483, 3491 et 8620 820 mg | 858 mg | 813 mg | 626 mg | 151 mg | 105 mg
Clone 4421 556 mg | 587 mg | 510mg |412mg [ 119 mg | 96 mg

cultés rencontrées avec des plantes
ligneuses, particuliérement certains
porte-greffe trés appréciés (M9, Cydo-
nia) (Cummins et ALDwINCKLE, 1982;
SEEMOULLER et al., 1985) nous ont incités
4 examiner I'amélioration possible de
cette production par iles techniques de
culture {n virro. Nous avons étendu aux
porte-grefle froitiers Papplication mise
au peint sur e rosier (CoLLer, 1985).
Elle consiste a effectuer un Prétrai-
tement Inducteur Bref (PIB) par des
concentrations élevées d'ac, 3-indolyl-
acétique {[AA), tel que décrit dans le
chapiire Matériel et méthodes de la
premiére partie de cette publication
{CoLLer et Le, 1987). Les résultats de ce
prétraitement inducteur, dont les con-
ditions devraient garantir I'intégrité de

Tabieau 1. Comparaison des poids frais {PF en mg) et du nombre de bourgeons utilisa-
bles {(NSU) obtenus aprés quatre semaines de culture in vitro sur MCX de microboutu-
res de différanis clonea de M26, en présence ou non de 0,3 M de GA,.

Provenance RAC Gembloux Alnarp
Clones 442 8620 3483 3491 CGAW~
MCX + GA,
PF {mg) 556¢< 101120 7330 g0ga0 7050¢
+ 233 * 381 - + 338 + 36 + 233
NBU 4,3¢ 7.920 48bc 7.3t 5,78
+ 26 * 4.6 + 23 + 36 + 31
PF (ma) 587¢ 8580 Bg1ab 8290 7720
+ 305 + 331 + 450 + 256 + 286
NBU 4,0¢ 6,2a0 4,7v¢ 6,3a® 5,680
* 32 + 28 + 28 + 3.2 + 3.6

Tes) de Duncen e-c: a'—¢'. les valeurs repérées par la méme leltre ne sonl pas signiticalivemen dillérenies.

Revue sulgae Vitic, Arporic. Hostie, Yol. 20 (2} 131-138, 198¢

I'TAA (DunLar et af., 1986), sont com-
parés a ceux obtenus par la technique
usuelle soumettant pendani deux i
trots sernaines des microboutures a un
contact permanent avec I'auxine a plus
faible concentration (Prétraitement
Inducteur Long: PIL).

Matériel et méthodes

Les variétés et ¢lones utilisés dans cet-
te étude sont décrits dans la premiére
partie (CorLer et Lg, 1987, cf. tabl. 1), de
méme que la composition des milieux
nutritifs (cf. tabl. 2), et les diverses
technigues liées aux quatre phases de
ta culture in vitro: établissernent, mul-
tiplication, enracinernent et sevrage.
En ce qui concerne la iechnique de
préiraitement inducteur bref (PIB) par
de P’ac. 3-indolylacétique (I1AA), mar-
qué radicactivement ou non. la figure )
la résume et précise les zones 4 analy-
ser ultéricurement (i, €, F). La techni-
que wsuelle de prétraiternent induc-
ieur long (PIL) consiste en un répiqua-
ge sur un milieu appauvri contenant
0,01 ou 0,00 mM d’auxine pendant
10-20 jours.

Afin de permettre le passage des mi-
croplantes racinées en conditions de
colture traditionnelle avec un maxi-
mum de réussite, elles sont soumises
progressivernent a I'environnement de
serre de multiplication, puis repiquées
dans un substrat approprié: tourbe
TKS 1 (60%) + terreau du cotnmerce
(30%) + Perlite {5%) + sable {5%), et
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maintenues en atmosphére saturée
d’humidité pendant 5 jours. . "acclima-
tation proprement dite s’effectue parla
réduction progressive du taux d’humi-
dité jusqu’a environ 60%.

Les prétraitements inducteurs réali-
sés au moyen d'1AA-24C (59mCi/
mMole: Amersham) suivent la méme
technique qu'en présence d’auxine
non radioactive; 20 microboulures
sont alors prélevées a divers moments
de 'enracinement aprés le prétraite-
ment inducteur, lavées &t découpées
en zones (i, &, F ou R) ou en segments
plus petits (I-V, fig. 1). Ces portions
sont alors consumées dans un four spé-
cial {Oxymat) et la radioactivité du
HCO, est comptée par scintillation li-
quide {(CouLet, 1985). La séparation
chromatographique des composés ra-
dioactifs suit la technique classique de
la chromatographie sur couche mince
{CouLeT et af, 1964). L'extraction des
tissus végélaux se fait au méthanol pu-
Tiss puis, aprés concentration, I'extrait
esi dépose i la base de plaques couver-
tes de gel de silice (Merck HF 254),
puis élué par le solvant chloroforme/
ac, acetique : 95/5(CA). Les taches ra-
dioactlives sont repérées au scanner et
comparées aux spots témoins révélés
par les réactifs usuels des composés
indoliques.
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Résulitats et commentaires

Homogénéité du matériel
végétal

Le porte-greffe M26 constitue notre
matériel d’étude principal et sert de ré-
férence aux autres porte-greife expéri-
mentés. Aussi avons-nous jugé neges-
saire de nous assurer de 'homogénéité
de ce cultivar, quelle que soit son ori-
gine (Gembloux, Alnarp ou notre sta-
tion) (RAC) ¢t sa date d'établissement
in vitro (1983-1986).

Le tableau 1 montre, étant donné la
variabiliteé de ce maiériel biologique,
qu’il n'existe pas de différence signifi-
cative dansla croissance (poids frais) et
le développement {nombre de bour-
geons) entre les diverses provenances;
sauf pour le clone 442), issu pourtant
du méme arbre que le clone 8620, mais
établi en juin 1983 au lieu de février
1986, ¢t qui présente des valeurs cons-
tamment inférieures. L état physiolo-
gique lors de 1'établissement /n witro
aussi bien que le nombre de subcultu-
res réalisées peuvent expliquer ces dif-
férences. Néanmoins, le comporte-
ment de tous les clones vis-a-vis de la
composition phytohormonale du mi-
licu nutritif est semblable (tabl. 2). La
gibbérelline (GA;: 03 uM) est super-

Frg. . Schéma décrivant te prétraitement inducieur brel (PIB). Les
microboutures soni lichées (zone immergée i) dans un vel d’agar con-
lenant des concentrations élevées (0.3-3 mM)d' 1A A. Zones de iravail :
i {immeigé). é (émergé ¥ compris I'apex), F {feuille compléie).

Fig. 2. Photo de microbouture de M26 en présence ou non d'auxine
{1AA) avec enracinemeni ou non correspondant,

flue, ou méme faiblement inhibitrice.
Par contre, [‘absence simultanée
d'auxine {IBA ; 0,5 uM) et de gibbérel-
line limite la croissance. Plus encore
cette derniére est stoppée en l'absence
de cytokinine (BAP: 4,44 #M). On re-
trouve le rdle essentiel des régulateurs
de croissance dans le développement
de ces cultures in vitro {(Joxgs. 1967,
Jones er al, 1977, MavLrarni et al.,

1983).
®

Comparaison des techniques
d’enracinement

De méme sans traitement auxinique
exogéne des microboutures, I'enraci-
nement de ces porte-greffe est quasi
nul {fig. 2) {SriskanDARAIAH 21 MULLINS,
1981, sur Granny Smith). ou obtenu
diflicilement {L¢, 1985 b, sur Gravens-
tein). La technique de traitement auxi-
nique se révéle également trés impor-
tante, comme le montrent les résultats
du tableau 3, La technique P1B est tou-
jours plus efficace pour induire la for-
mation de racines adventives sur ce
Mz24. Elle permet d'obtenir rapide-
ment un pourcentage d'enracinement
supérieur (80%) a celui réalisé par
la technique PIL, qui apparait inadé-
quate spécialement pour les premigres
subcultures (X4).
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Fig. 3. Comparaison d'enracinement du M 26 aprés un nombee variable de subcultures (SC 4-37): A pour-cenl-d'enracinement 1olal 2 ¢13 semaines
aprés le préteaitement : 8 cépactilion en pour-cent du nombre de boutures avec respectivement 1, 2.4 el 5 racines el plus.

L'améiioration de [I'enracinement
{(pour-cent, nombre de racines par
bouture) au cours des subcultures suc-
cessives est indépendante de la techni-
que de prétraitement inducteur. La fi-
gure JA montre que 'augmentation du
pour-cent d’enracinement, quel que
soit le nombre de racines par bouture,
s¢ manifeste jusqu'a la 16¢ subculture
(SC), pour demeurer stable (env. 90%)
durant une quinzaine de nouvelles SC,
puis diminuer faiblement. Le méme
phénoméne est enregistré quant aux
nombres de racines par bouture (fig.
3B). L'évolution de I"état physiologi-
que des microboutures en rapport avec
le nombre de SC, illustrée par la figure
4, influence la précocité et 'abondance
des racines par bouture, ce qui confir-
me I'augmentation de la capacité d’en-
racinement au cours des subcultures
successives  (SRISKaANDaRalaH ef al.,

% ENRACINEMENT

Subculturas
O X 4
M 26
moX 27
3
/24;
/ T
/14 !
i /71,
[
1 2.4 26 Racines/plante

Fig. 4. Précocité de I'enracinement et abondance des racines dépendant du nombre de sub-
cultures de mulliplication (X 4, X 27) ayant précédé I'enracinement de ce M26.

Tableau 3. Comparaison aprés 14 et 21 jours da Pefficacité d’enracinement {en %) 1982, WEeLANDER, 1983), toutes autres

du M26 seton la technique d’induction: PIL (IBA: 0,01 mM) ou PIB (IAA: 1 mM). Evolu-

tion au cours des subcultures de multiplication X, & X,;.

conditions étant égales.
Si 'on compare la capacité d’enracine-

Subcultures X4 Ku4 Xa7 ment pour d'autres porte-greffe com-
Inductian eIl P8 eIl PI8 PIL PB me le M27 (p.-g. faible), le M25 (p.-g.
14 0% 12% 0% 5% 20% 73% vigoureux) a celle de notre référence

fours (M26), la technique PIB demeure tou-

21 jours 10% 59% 60% 93% 57 % 88% jours plus efficace, méme apres 4 sub-
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Tableau 4. Comperaison aprés 14 jours et 21 jours des effets de deux techniques
d'induction PIL (0,01 mM d’auxine} et PIB {1 mM d’auxine} sur I'enracinement de
3 porta-grefle M25, M26 et M27 apréa 4 et 14 subcultures de multiplication (X,, X..).

M25 M26 M27
Induction
PIL PE PIL 5] PIL 313
14 jours X, 5% 69% 0% 42% 0% 63%
Xa 0% Td% 0% 75% 0% 83%
21 jours X, 22% 86% 10% 59% 8% 88%
X1a 3% 94 % 60% 934 30% 93%

cultures seulement (tabl. 4). Le degré
de vigueur ne semble pas influencer
"aptitude a I'enracinement des boutu-
res soumises a ce traitement inducteur.
En revanche, les conditions de multi-
plication de ces microboutures in-
fluencent leur enracinement (tabl. 5).
La substitution pendant 4 subcultures
de multiplication (X4 a4 X8) précédant
Venracinement d'un milieu nutritif
plus pauvre {LP/2) A celui couramment
employé (MCX) (cf. tabl. 1, premiére
partie), provoque une diminution si-

gnificative de la capacité d'enracine-
ment pour ces porte-greffe.

Si I'on applique cette technique origi-
nale aux porte-greffe particuliérement
difficiles & enraciner {Cydonia: M9,
James et THurson, 1979), on enregistre
8 nouveau une importante améliora-
tion de I'enracinement (tabl. &), ren-
dant possible et économigquement pra-
ticable la production de ces porte-
greffe. Toutefois, le pone-greffe M9
présente actuellement plus d'une
dizaine de clones physiologiquement

Tebteau 5. Influence du milieu nutritif de mottiplication (MCX ou LP/2) pendant les sub-
culiurea précédent Penracinement (X, ~> X;) sur les capacités d’enracinement

par ia technique PIB.

B.-g. M25 M26 M27 MM106
M“I?I:.IK
sonae | Mex | e | mex | w2 | mex | w2 | mex | e
14 jours 83% 7% 43% 15% 67 % 20% 33% -
21 jours 8a% 22% 68% 19% 75% 24% 49% -

Tableau 8. Comparaieon de I'enracinement chez des porte-greffe plus ou moins diffici-
les é multiplier et comptant pive de 10 subculiurea.

P 8A PI&: lAA
Xn 10-30
001 mM 0001 mM 03mM 1.0 mM 30mM
wze 141 | 54% - 78% 83% -
21] — 23% 86% 92% -
m2s 4 0% - 69% 16%
215 | a7% - 70% 28% cals
14, 0% - 50% 87%
Cydonia », ¢ 6% - 60% 92%
o 14, 0% 8% 43% 4%
210 | 20% 129% 55% 16%

différents (CummiNs e( ALDWINCKLE,
1982, Masseron, 1986). Nous y revien-
drons dans une prochaine publication.

Absorption et distribution
de lauxine lors du traitement
rhizoganique

Les différences importantes d’enraci-
nement selen la techniqoe d’induction
(PIL ou PIB) peuvent-elles étre attri-
buées & des teneurs différentes en
auxine des microboutures?
L'utilisation d'auxine marquée par un
carbone radioactif (IAA-2C) permet
de mesurer précisément la quantité
d'auxine absarbée et de suivre sa dis-
tribution dans la microbouture, voire
san devenir métabolique.

Le tableau 7 montre des teneurs initia-
les (D) d'TAA fort différentes selon le
prétraitement subi (PIB ou PIL). Pour-
tant la répartition de la radioactiviié
marque toujours une accumatlatio
dans la zone d’absarption (base de |
bouture), et méme si au cours du
temps les différences entre traitements
dans la teneur totale vont s’atténuant,
ia présence du C demeure plus im-
portante dans la zone immergée d’ab-
sorption ol apparaitront les futures
racines (James, 1983 ; Corcer, 1985).
Pour préciser la voie de pénétration
de I'auxine marquée dans la microbou-
lure, nOus avons procéde soit:

1) 4 une pénétration vasculaire par la
coupe de la microbouture, en inter-
disant par un manchon de silicone
Paccés a l'épiderme ;

4 unpe peénétratian cuticujaire en
masquant la coupe (bouchon de Si-
lastic® (Dow Corning), masse plas-
tique durcissant trés rapidement
aprés mélange avec un catalyseur,
et non toxique), Dans ces condi-
tions la bouture ne peut absorbe
que par la surface épidermique
(cuticule).

Le tableau 8 montre une absorption
plus importante par la voie vasculaire
gue par la voie cuticulaire. Si la majeu-

2)

Tabieau 7. Absorption el distribution de ‘auxine redioective (IAA-214C) exprimée en pMole/mg PF sefon la technique d'induclion PIB
ou PIL sur ces microboutures de M28 au cours du temps (D!, durée initiale: 16 h pour PiB; 22 h powr PIL}.

Prétraitementa inductifs
Zones Lang {PIL} Bred (FIBI
i & F R T 1 # F A T
Oi 50 Q.4 09 - 6.3 170,2 16,1 15,7 - 202
+ 1,3 + 0,18 = 07 - - 386 * 82 * 85 - -
Di+48h 20,2 1,2 53 - 26,7 1239 151 37.4° - 176,4
12,6 +04 +* 3.7 - - 299 101 - -
Oi + 500 h 54,1 59 13,7 2286 96,3 107,7 22,5 10,2 3.1 143,5
* 75 41,8 + 49 17,8 - 199 = 8.0 + 7.6 06 -

i: zang immergée; é: émergée v comprls lepex; F {leuille complete); A- racine ; T: 1glal.
Une vingleineg de boutures au moins sont enelysées dane chaque variante,

‘Une geule valeur,
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Tableau 8. Distribution dans ias boutures de M28 de 'AA*C aprés 18 h da prétraitamant inductif {PIB), puis 72 h plus tard, selon
les voies de pénétration épidermique (cuticulaira) ou par la coupa basala (vasculaire) axciusivement.

Pénéirelion cuticulaire vascyleire
Zones i i Fo - . . - e T
n Mofe 1*C/zone 3,29 1,07 2,35 0,76 7.47 12,6 1.7 3,87 0,19 145
répartition % 44% | 14% | 32% | 10% 69% 8% 21% 1%
T Mole *C/20ne 503 1,95 29 0,39 10,27 8,24 2,82 457 0.8 11,86
répartition % 49% 19% 28% 4% 50% 17% 28% 5%

i: zone immergée; 4. zone émergée; Fi: leuitle dont la beee eat Immargée ; Fe: feuille compieiemeni émargée: T: Lotel,

re partie de fa teneur en 1AA* demeure
dans la zone immergée (i}, la distribu-
tion rapide (16 h} vers ia zone émergée
{e) est proportionnellement plus im-
portante via I'épiderme. Toutefois, au
cours du temps (88 h), cette répartition
s'uniformise quel que soit e mode de
penétration.

On peut donc admettre dans un traite-
ment normal, sans exclusion d’auctne
voie, une absorption nettement plus
grande par [a coupe que par I"épider-
me, cette derniére fraction pouvant

&tre réduite en limitant 'enfoncement
des microboutures dans le substrat de
prétraitement (zone 1, fig. 5). Cette fi-
gure montre encore que si i'on décou-
pe la tige des boutures en segments
plus petits, plutdt que de se contenter
de deux zones i et €, on retrouve les
mémes conclusions que ci-dessus, soit
une accumulation dans la zone d’ab-
sorption vasculaire méme limitée a un
segment de ! mm. Des vérifications
avec d’autres cultivars (Tohoku) ont
confirmé ces résultats,

En relation avec ies enracinements ef-
fectifs enregistrés, il faut admettre que
1a forte dose d’auxine limitée 4 la base
de la bouture fors du traitement PIB
parait étre le facteur déterminant de
I'induction racinaire.

La comparaison de cette distribution
d’auxine marquée dans deux porte-
greffe, I'un refativement facile 4 enra-
ciner (M26), I'autre plus difficile 4 en-
raciner, excepté par la technique PIB
(Cydonia), laisse supposer (fig. 6) que
cette action due i une forte concentra-

PENETRATION ’
P NORMALE (V+€)

D cuTticuLAIRE

144 h
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SnMole 1AL /mg PF

3 P
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Fig. 5. Les microbouiures de M26 dont on a éliminé les fevilles sont
découpéesen segments {zones)de 1 (1343 mm (1l-1¥) et "on mesure 1a
radioactivité (nMole IAA*/mg PF)0h,24 h, 72 het 144 haprés lafin du

prétrailement PIB.

Fig. 6. Répartition de la radioactivité exprimée en nMole 1AA -2“Cqug
PF le long de boutures du M26 &1 du Cydonia A, 11h,88 het5i6 h apras

le début du traitement PIB.
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Fig.7. Répartition dela radioaclivité sous
forme de nMole de “C soluble dans les
diverses zones de la plante (F, ¢, i, R)
aprés exiraction exhaustive 16 h, 88 h ou
500 b aprés le début du traitemen] PIB.
Le M26 a absorbé 2 {ois plus d*Auxine*.

tion localisée est aussi limilée dans la
durée,

Avec le M26, la distribution polarisée
décrite ci-dessus et rapporiée a la mas-
se tissulaire (poids frais), se maintient
jusqu’a trois semaines aprés le prétrai-
tement, tandis qu'elle s'uniformise ra-
pidement (€3 h} chez le Cydonia. En
procédant a une mesure exhaustive de
la radioactivité des boutures de ces
deux porte-greffe, on constate (fig, 7)
que la teneur par organe se répartit en-
tre une importante fraction hydrosolu-
ble qui décroft faiblement au cours du
temps, et une fraction plus modeste,
insoluble, qui s’accroit modérément
en compensation.

L’analyse chromatographique des ex-
traits solubles permet de détecter trés
t61 (16 h) la disparition de l'auxine en
tant que telle (fig. 3). La radioactivité
est alors repérée non pas sur des
produits de dégradation de 'l AA (cata-
bolites), mais comme on pouvait s’y
attendre étant donné la capidité dl..
phénoméne, dans des produits de con-
densation de 'auxine avec des compo-
sés natureis de la plante, lui permettant
de neutraliser rapidement sur le plan
physiologique 'excés de cette auxine
apportée par le traitement PIB (Cot.

e e oo ....__._-‘..._.c/a_.-._._;.,......---...-.._ R

e A

L

1 T ___-

Fig. 8. Scanners de chromalographies sur couche mince de silice, élué par chlorglorme ac. acétique (95/5) des extraits méihanoliques de la zone
immergée de microboultures de M26 et de Cydonia (Cyd.A). On constate qu'entre 16 b et 88 h, la quasi-1otalité de 'AIA* a disparu au profit de com-

posés bloqueés sur 13 tache de départ (5).
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Tableau 9. Répartition des composés radicactifs aprés hydrolyse d'un extrait métha-
nolique de bouture M26, 72 h aprés le PIB et chromatographie sur couche mince

{Silicagel H). .
Rl ichlorolorme/acide acétique: 95/5)
0.0 025 056 0,75
Composeé: «Condensat » 1AM IAA ?
IAC
Avant hydrolyse 93.5% trainée 6,5%
Aprés hydrolyse
par NAaOH 0,1 n 75,5% 10,4% 13,5% 0,6%
{1 h 20°C})
Par g glucosidase
(2 h 30°C) 62,1% 8.3% 241% 4,3%

1AM : indolylacelamide ; IAC: Ac. indolylearboxylique.

LET, 1968, 1974). Des hydrolyses spécifi-
ques (tabl, 9y notamment avecia §-glu-
cosidase confirment ces hypothéses
supposant une conjugaison de 'auxine
avec le glucose notamment (Zenk,
1961).

Sevrage

Dans nos conditions d’expérimenta-
tion, le sevrage et Ie développement
ultérieur sont assurés 4 plus de 95%.

Discussion

La nécessité d’utiliser de fortes con-
centrations d’anxine pour I'enracine-
ment des microboutures de porte-
greffe de pommier peut paraitre sur-
prenante puisque ces concentrations
sont cent fois supérieuces a celles con-
ramment employées en culiure in vitro
(Jones er al., 1977; Snir et Erez, 1980 ;
WELANDER, 1983). Aussi Faat-il insister
sur la durée bréve de pénéiration de
Pauxine dans fa bouture. Gronross et
Von ArnoLp (1985, 1987), sut Pinus ont
fait les mémes constatations en faveur
d’on traiternentde 6 h d’'IBA 4 1-5 mM,
comparé 4 celui de 6 jours en présence
de 0,08 mM d’auxine. De plus, ils loca-
lisent par des coupes anatomiques la
réaction rhizogénique au voisinage do
péricycle de feurs boutures, ce qui con-
firme 'origine cambiale des racines ad-
ventives formées in vitro {TORREY,
1965 ; WarDLaw, 1968 ; Cutter, 1971).11
est donc nécessaire que I'auxine puisse
atteindre ces cellules cibles du péricy-
¢le en quantité suffisante et rapide-
ment, d’od l'intérét d'une pénétration
vasculaire d’une solution auxinique
suffisamment concentrée.

L’apport massif mais bref induit le pro-
cessus rhizogénique 4 la maniére d’un
déclic car, treés vite, cette auxine est
neutralisée du point de voe physiologi-
que (CouLer, 1974), évitant ainsi les
conséquences indesirables apparais-

sant lors de traitements classiques, tels
qu’inhibition de la croissance des nou-
velles racines, ou formation de cal.
ELiasson et AresLap (1984) ont moncré
I'effet inhibiteur de faibles concentra-
tions d’JAA (10 uM) administrés pen-
dant 24 h au cours des premiers jours
de I'enracinement de leurs boutures de
pois. Pourtant de plus fortes concen-
trations (100 4M) stimulent ae contrai-
re la production de nouvelles racines,
tout comme §-10 uM de régulateurs de
croissance mimant Peffetc auxinique
(Ac. 2 4-dichlorophénoxyacétique, ac.
naphtyl-acétique). Dans ces condi-
tions, une meillenre connaissance do
meétabolisme auxinique et du site d’ac-
tion est indispensable pour maitriser
cet enracinement. Les températures
élevées, 25°C et 30°C, préconisées an
début de I'enracinement pout 'amné-
liorer {(Rosam er al.; Le, 19852a) contri-
buent a accélérer ce métabolisme.
D’autre part, Févalnation précise du
cheminement de 'auxine absorbée au
cours du craitement rhizogénique 2
Paide d’IAA* confirme ce que James
(1983) a montré sur fe M9 et le M26
sans toutefois rendre compte du méta-
bolisme auxinique, et révéle que 1’ac-
tion auxinique se trouve localisée 2 la
partie basale des boutures, o0 précisé-
ment se forment les racines adventives
(méme en l'absence de cal, CoLLET,
1983). :
La question controversée du rdle des
composés phénoliques, en particulier
du phlorogliucinol proposé par 'école
anglaise (Jongs er af, 1977) n’est pas
abordée. En effet, nous n’avons trouveé
aucun avantage dans son utilisation
lors d’essais préliminaires,

Enfin I'aspect glabre des racines pro-
duites dans I'agar pose la question de
lenr fonctionnalité aprés sevrage, a
moins que I'utijité des poils absorbants
ne soit limitée. La croissance rapide
aprés sevrage des plantes enracinées i
vitro prouve que ces racines fonction-
nent normalement. Cormack (1962),

dans une étude approfondie de 1a for-
mation des poils absorbants, conclut 4
une élongation radiale des cellules épi-
dermiques qu’une croissance ralentie
de la racine empéche de se réaliser lon-
gitudinalemeant. Qoant i jeur impot-
tance dans l'absorption d'zau et de
solutés, de nulle a plosieurs fois la
capacité de la racine nue, 2lie dépend
des conditions environnantes. Leur vie
est généralement fugace et Kramer
{I956) estime leur présénce non in-
dispensable an fonctionnement de la
racine.

Conclusion

En conclusion, I'ensemble des résuol-
tats expérimentanx concernant les
conditions optimales de traitement
rhizogénique, réalisés ces trois dernié-
res annees sur plusienrs cultivars, nous
autorise a établir les constatations sui-
vantes, desquelles on peut tirer les
tegles pratiques correspondantas ;

I. La répétition des subcultures in
vitro favorise Ia chizogenése.

2. Une nutrition riche et équilibrée en
phase de multiplication est néces-
saire 4 la réalisation d’un enracine-
ment soffisant.

3. L’apport massif, mais bref (PIB),
d’auxine naturelle (EAA) 4 Ia base
de la microboulure provoque une
amélioration nette de la rhizogené-
se par rapport au traitement a faible
concentration de plusieurs jours
(PIL), et cela quel que soit le colti-
var expérimente.

4. Un ajustement de Ia concentration
auxinique optimale selon 'espéce
confirme la subtilité du mécanisme
d’induction.

5. Lapénétration et Paccumuiationde
"auxine (*) a la base de la bouture
coincide avec la zone productrice
de nouvelles racines,

6. Une conjugaison de 'auxing avec
des méetabolites normaux {glucose
notarmment) neutralise rapidement
son action physiologique.

7. La détoxication rapide de "avxine
absorbée par la bouture, ¢liminant
ainsi les effets secondaires défa-
vorables d’one présence prolongée
de I'hormone, est en accord avec
une action auxinique déclenchant
fe processus rhizogénique, mais
superflue 4 sa réalisation (effet
déclic).

Ainsi pratiquement, le succés d’vn bon

enracinement est assuré par la qualité

des microboutures et un prétrailement
inducteur conforme aux besoins phy-
siologiques du matériel végétal cultive,
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Summary

In vitro rooting of apple-roptstocks (Pyrus
malus L) and Quince (Cydonia) requires
the production of well-developed micro-
cuttings and an auxin pretrealment sui-
ted 1o every cultivar. A high level of auxin
(0.3-3 mM lAA) in combination wilth a
short period of trealment improves signi-
ficanily the rhizogenesis of these micro-
cuttings, whalever the cultivar may be.
The study of the translocation of TAA-
214C and its metabolism elucidates Lhe
optimum conditions required for rooting.

Zusammenfassung

In viirp- Wurzelbildung von Unierlagen
der Apfelsorie (Pyrus malus L.) und der
Quitiensorte (Cvdonia) erfordert die Pro-
duklien gul enlwickelier Microstecklinge
sawie ¢ine jeder Sorle angepassie Auxia-
Vorbehandlung. Eine hohe Auxin-Kon-
zeatration (0.3-3 mM IAA) sowie eine
kurze Behandlungszeil verbessera in
hohem Masse die Wurzelbildung dieser
Stecklinge ungeachiet Sorte. Die Unter-
suchung der LAA-24C-Verteilung sowie
dessen Staffwechsel zeigen diese optima-
len Wurzelbiidungsbedingungen.

Chronique

Un nouvead livre

L’CEnologie

par Colerte Navarre, 1987, 320 pages,
nombreuses figures el (abileaux.
Edilions Lavoisier, Technique et
Documentation, 11, rue Lavoisier,
F-75384 Paris Cedex 08. Prix:
148 francs frangais. Ent vente dans tou-
1es les bonnes librairies ou chez I'édi-
teur,

_ Extraits du sommaire :

— Lamatlére premigre : La vendange —
Etude des constituants chimiques
de la vendange — Larécolte — Ameé-
lioration de 12 vendange.

— Transformation de la matiére pre-
miére: Fermentation alcoolique —
La fermentation malolactique,

= Opérations commuynes a toutes vinifi-
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carfons: Traitements mécaniques
de la vendange — Le sulfitage —
Maitrise de la fermentation alcoo-
lique. -

— Les vinificaiions: Vinification en
rouge — Vinificalion en blanc et en
rosé — Vinifications spéciales.

-~ Levinerson élevage: Etude duvin—
Maturation et vieillissement — Cla-
rification npalurelie — Les traile-
ments particuliers — Golis défec-
ugeux,

— Analyse des vins : Notion d’analyses
chimiques — La déguslation.

Colette Navarre enseigne I'eznologie

dans des éiablissements d’enseigne-

ment lechnique agricole équipés de fa-
¢on moderne et producteurs d'une
gamme étendue de vins d'appeliation,
d’origine et de qualité dont certains
meritent 'appellation de grands vins.

En auteur expérimenié, C. Navarre

propose au lecteur une somme CONsi-

dérable de connaissances scientifiques

et de données pratiques surla transfor-
malion du jus de raisin, sur les vinifica
tions, I'élevage el la délermination d
qualilés des vins el sur I’économie de
leur production.

Elle apporte une indénijable contribu-
rion 4 la science cenologique moderne,
qu'il s’agisse de techniques de vinifica-
Lion, des matériels cznologiques, cu
des méthodes d’analyse, pour lesquels
elle présente les derniers acquis.

La recherche constante de la qualité,
I'adaplation aux exigences des diffé-
rents marchés et a 'évolution du goiit
du consommateur tout en conservant
les apports de la tradition vinicole fran-
caise, lels sont les objectifs auxquels
répond ce manuel, congu de fagon clai-
re, rigoureuse et moderne.
L'(Enologie est un ouvrage qui s'adres-
se aux €léves, aux stagiaires et aux for-
mateurs de I'enseignement et de la for-
mation professionnelle, ainsi qu’aux.
techniciens cenologues.



Conservation in vitro de Passortiment suisse
des variétés de pommes de terre

C. L. LE et G-F. COLLET, Station fédérale de recherches agronomigues de Changins, CH-1260 Nyon

Introduction

L’utilisation récente des techniques de
culture in vitro pour conserver les res-
sources génétiques, notamment pour
les espéces végélales économique-
ment importantes (WiLkins ef af., 1982 ;
HewnsHaw, 1982 ; Wiruers, [983), a con-
nu depuis a derniére décennie un es-
sor considérable. Dans les fails, il s'agit
de maintenir 'espéce végétale, sélec-
tionnée pour ses caractéres intéres-
sants, sous forme d’organes, tissus ou
cellules, dans des conditions de tempé-
rature extrémement basse (—196°C)
ol toutes les activités métaboligques
sont suspendues, ou alors de ralentir
fortement la croissance avec ["aide des
facteurs nutritionnels et de 'environ-
nement de la culture (Wrtners, 1980,
1985).

Pour le cas de la pornme de terre, dont
la reproduction s'effectue principale-
ment par voie végétative, étant donné
son caractére génétique hétérogéne et
son taux de multiplication réduit
(ManLSTEDE et Hager, 1957), 1a conser-
vation des variétés cultivées nécessi-
tait, dans le passé, d'importants tra-
vaux aussi bien pour le renouvelle-
ment des tétes de clones en champ que
pour le stockage dans des locaux clima-
tisés. Ces nombreuses manipulations
exposent inévitablement le matériel
végétal & divers aléas entrainant pat-
fois 1a perte pure et simple d’éléments
d’un grand intérét agronomique.
Pour parer a ces inconvénients, des ex-
périences de conservation in vitro ont
donc été entreprises depuis plusieurs
années afin de déterminer les possibili-
tés de la nouvelle technique dans le
maintiern des génotypes intéressants:

Revyas suiase Agric. 20 (5): 277-284, 1988

Grout et HensHaw (1978), puis Hew.
SHAW et al. (1980) montrent pour Ja pre-
miére fois que la conservation des ex-
trémites de pousses de pomme de terre
dans de l'azote liquide (Cryogénie)
peut étre considérée comme un moyen
pratique pour rempfacer le stockage
traditionnel. Nozeran et al. (1977) si-
gnalent que les microboutures des va-
ri¢tés Bintje, BF 15 et Ackersegen peu-
vent €tre maintenues vivantes pour
une durée de 4 mois au moins, a 3°C,
en conditions de culture stériles, Alors
que Westcotr ef af. (1977 a, b) et WesT-
cotT (1981) indiquent, pour leur part,
que la fréquence de transfert ir vitro
des 15 cultivars expérimentés en Gran-
de-Bretagne peut étre abaissée de Qua-
tre mois 4 une année, sans que [a survie
de ce matériel ne soit affectée, si I'on
maintient les cultures dans un environ-
nement dont 'alternance de tempéra-
tures est de 6°C la nuit £t 12°C le jour,
avec une photopériode de 16 heutes.
Mix (1983, 1985) fait également men-
tion de la conservation de plus de deux
cents variétés de pommes de terre, 3 1a
température de 10°C, grice 4 I'adjonc-
tion au miliew nutritif d’'un agent ralen-
tisseur de croissance, permettant effec-
tivement de prolionger 'intervalle des
repiquages in virre jusqu'a deux ans
environ, En constatant avec Cuen et
Lt {1980), que la température critique
pour cette espéce, pourtant non résis-
lante au gel, se situe 3 —3°C, une
conservation de longue durée au voisi-
nage de 0°C de bourgeons des diverses
variétés de Solanum tuberosum devrail
étre possible sans inhibiteurs métabo-
liques artificiels. Méme si, a ces basses
températures, la plante présente des
modifications physiologiques impoi-
tantes, en particulier au niveau de

Résumé

Nous decrivons la possibilité de
conserver in vitro pendant de lon-
gues periodes des varigtés de
pommes de lerie culivées en
Suisse.

Des microboutures de pomme de
terre comportant un noeud sonl
tnises en culture sur un milieu nutri-
lif agarisé renfermant des sels mi-
neraux (L¢ et Corer, 1985} et sont
maintenues 4 la température de 2 4
4°C avec une pholopeériode de 12 h
par cycle de 24 h.

La survie est assurée pour loutes
les variélés expérimentées pendant
au moins 12 myis. Elle peut se pro-
longer pour certaines variétés jus-
qu'a plus de 3 ans.

Une comparaison portanl sur la
capaciteé de régeénération des
microplantes conservées a basse
lempérature et celles qui sont sub-
cultivées periodiquementy est éga-
lement relatée.

la photosyntheése et de la respiration
(STEFFEN et PaLTa, 1987), on peut
espérer sa survie sans altération irré-
versible.

Les recherches décrites dans le présent
article ont pour objectif de développer
une technique simple et fiable, qui per-
mette de conserver des variétés de
pommes de tetre de ['assortiment suis-
se pendant une période de trois ans ou
plus, sans qu’un transfert soit nécessai-
e, et cela en vue de constituer une col-
lection de souches de base parfaite-
tnent saines, prétes a toute utilisation
éventuelle,

77



Tabteau 1. Liste das variétés de pommes de terre conservées in vitro.

varléres précocas Vari¢les mi-précoces Variétés mi-tardives Vafieies tardives

Christa Bintje Aula Cosima*
Colmo* Desirée Eba Tasso
Ostara Granola Erntestolz
Sirtema Nicola Hertha
Ukama Palma Maritta

Stella Salurna

Urgenta

*variglés radiea de la Vsle officlelle en 1985,

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Les essais ont été réalisés principale-
ment ave¢ des variétés de pommes de
terre de lassortiment suisse (tabl. 1),

. En raison de leus retrait de la liste offi-
cielle en 1985, les variétés Colmo et
Cosima n’ont pas été maintenues dans
les essais de recouvrement de la capa-
cité de tubérisation.

Production de microplantes
pour la conservation

Afin d'obtenir rapidement un nombre
suffisant de plantes nécessaires aux
travaux de conservation, ces variétés
de pommes de terre sont microboutu-
1ées in vitro selon les techniques décri-
tes précedemment (L& et CoLLET, 1985 ;
Revst et Lg, 1985). Rappelons néan-
moins les conditions de la cuilture qui
sont les suivantes: photopériode de
16 heures par cycle de 24 heures ; éclai-
rement de 1800 W /cm? fourni par des
tubes ffuorescents de 215 W (Sylvania
Cool White): températures de 18°C
=+ 1 en phase éclairée et de 16°C + 1 en
phase Qbscure.

Conservation in vitro

Dans les premiers essais, les micro-
plantes atteignant le stade de dévelop-
pement de 3 ou 4 necuds sont placées
dans une¢ enceinte de culture climati-
sée out la température est abaissée pro-
gressivement, pendant trois semaines,
a 2-4°C, dans les tubes de culture. Ils
sont ensuite maintenus définitivement
a cefte tempeérature.

Cette phase de préconditionnement a
&té supprimée dans les t(ravaux ulté-
risurs, a la suite d’observations (résul-
tats non publiés) montrant qu’il n’exis-
te pas de diffé¢rence notable entre les
microplantes préconditionnées et cel-
les qui sont transférées directement de
18°C £ 14 2-4°C quant aleur survie en
chambres frigorifiques.

Le milieu de culture de base utilisé
dans cette phase est celui de CoLier
(1985) ne contenant ni régulateur de
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croissance, ni agent cryoprotecteur qui
protége contre les effets du froid (Lé et
CoLLET. 1985).

Les cultures sont €clairées, durant tou-
te la période de |'essai, 4 raison de
12 heures par jour par des tubes fluo-
rescents Mazda AVIVA/TF 65 AVI
donnant une intensité de 385 uW/cm?.
La suppression de I'éclairernent aprés
12 mois a été tentée sur une part des
essais.

Estimation de la survie
des microplantes

Pour chaque essai, des lots de 20 a
30 microplantes de chaque variété de
pomme de terre sont mis en conserva-
tion dans les conditions susmention-
nées. La survie des microplantes a été
déterminée 4 différentes époques
(aprés 6, 12, 24 et 36 mois) en transfe-
rant les bourgeons en voie de tubérisa-
tion au cours de la conservation sur un
milieu neuf et de méme composition
que celui utilisé pour le microboutura-
ge (Le et CoLLer, 1985), et en notant
leur taux de développement aprés qua-
tre semaines de culture en chambre
climatisée.

Recouvrement de la capacité
de tubérisation

Une comparaison poctant sur l'impor-
tance du mode de conservation sur le
recouvrement de la capacité de tubéri-
sation a été effectuée enire les variétés
subcultivées périodiquement toutes
les quatre semaines et celles conser-
vées pendant 12 4 24 mois. La techni-
que utilisée pour induire la tubérisa-
tion est identique A celle décrite dans
une publication précédente (Reust et
Le, 1985).

A
Fig. 1. Effei de la réduclion de la température
sur la croissance des microboulures en cul-
lure in vitrg: plante comservée 4 2-4°C (a
gauche) ei maintenue 4 18°C £ [ (4 droie)
aptes deux mois de culiure.

<
Fig. 2. Qrganes de conservalion {bourgeon
tubérisé) développés dans la partie distale sur
la variélé Binje.

=3
Fig. 3. Organes de conservalion, développés
dans le milieu nuiritif, de la variélé Marina.

e




Résultats
et discussion

Conservation in vitro

Organea de conaervation

L'abaissement de température bloque
la croissance de la microbouture
(fig. 1, tandis qu'au cours des trois pre-
miers mois suivant la mise en conser-
vation A basse température, les jeunes
bourgeons axillaires déja formés se
transforment peu i peu en organes de
conservation rappelant la formation
des tubercules sur les plantes cultivées
en conditions de culture tradition-
_ nelles.

L'évolution des bourgeons axillaires
en organes permettant le maintien du
potentiel de vie des microboutures
continue ainsi jusqu’au 6 mois pour
donner naissance a de courts stolons
plus ou moeins gonflés {tubérisation?)
qui restent accrochés a la tige dans la
partie distale (fig. 2), ou pénétrent dans
le milieu nutritif (fig. 3) pour ceux for-
meés dans la partie proximale,
L’absence de lumiére dés le débutde la
conservation au froid empéche la plan-
te de s'acclimater, et celle-ci meurt en
quelques semaines.

Comportament des organes
de conaervation

Les résultats peésentés dans le ta-
bleav 2 montrent que les organes de
conservation formés dans la partie
proximale de la microplante ont une
meilleure reprise & la croissance que
ceux développés dans la partie distale.
Cette différence de comportement en-
tre les deux sites de développement
peut s'expliquer par la proximité, pour
les bourgeons inférieurs, du substrat

Tableau 2. influance de Ia position des
organes de conservation (bourgeons
tubérisés) sur la reprise de croissance a
20°C, an conditions axéniques, apras
12 mois da conservation 4 2-4°C,

Taux de survie %
Varigtes Partie Pertie
pre

Aula 0 100
Bintje 50 100
Christa 0 100
Calmo 25 100
Eba 50 100
Erntestolz 0 100
Granola 50 100
Nicols 0 100
Oslara 75 100
Ukama 50 100

Fig. 4. Reprise de croissance de l'organe de
conservation aprés 4 semaines de culture sur
milieu nwiritif neuf.

nourricier jouant un double role de
peotecteur et de résecve nutritive. En
revanche, dans la partie distale les mé-
mes ébauches de stolons ne sont plus
alimentées a la suite de la dessiccation
progressive des tiges variables selon la
variété : figures 2 et 3,

Ainsi selon sa position, le stolon pré-
levé sur la plante conservée i basse
température présente une grande dif-
férence de régénération. En effet, les
organes développés sur la tige des
microplantes (partie distale} ont un po-
tentiel de vie limité contrairtement a
ceux qui sont protégés (partie proxi-
male} par le milieu nutritif et qui n’ont
revélé aucune modification notable
lors du retour en conditions de culture
axénique favorables (+20°C, milieu
neuf) (fig. 4).

Survie des organes
de conservation

La figure § illustre le taux de survie des
organes de conservation de différentes
variétés de pommes de terce cultivées
en Suisse, aprés 12, 24 et 36 mois de
conservation in vitre. On constate, au
fur et 2 mesure du prolongement de la
période de conservation en milieu axé-
nique, une réduction du taux de survie
des stolons, formés en cours de cultu-
re, et cela pour I'ensembie des variétés
en expérimentation. En effet, 1a totali-
té de nos variétés conservées ont re-
trouvé leur cycle de croissance sans au-
cune difficulté (100%) aprés 12 mois de

conservation. Aprés24 mois de culture
dans les mémes conditions d’environ-
nement, seuls 80 % des cultivars ont éié
régénérés. Cette capacité de répénéra.
tion diminue encore (35%) lorsqu'on
prolonge la période de stockage a
36 mois. WestcotT et al. (1977 a) ont
mentionné 'obtention d'une moyenne
de survie de 60%, aptés douze mois de
conservation & 6°C, pour I'ensemble
des dix-sept variétés de pommes de
terre expérimentées au CIP (Centro
internacional de la papa). Ce faible
taux de réussite pour une courte durée
de conservation obtenu par ces auteurs
pourrait &cre di, d'une part, a la tempé-
rature de conditionnement plus élevée
que celle pratiquée dans nos essais et,
d’autre part, 4 la forte teneur en €lé-
ments autritifs entrant dans la compo-
sition de leur milieu de culture,

En outre, il est intéressant de signaler
que, dans le cas présent, Ia diminution
du taux de survie des variétés de pom-
mes de terce e consarvation in vitrona
peut &tre attribuée aux caractéres de
précocité. On note de fortes variations
de reprise de croissance, selon les va-
riétés observées. Cetle constatalion
coreobore en partie celle obtenue par
Mix (1985) sur les variétés de pommes
de terre cultivées en Allemagne sur un
milieu de culture liquide.

Croissance et tubérisation
ex vitro

La conservation in vitro des variétés de
pommes de terre sur un milieu de cul-
ture solide ne peut étre considérce
comme moyen de stockage pratique et
fiable que lorsque la capacité de tubéri-
sation des microplantes régénérées
n'est pas perturbés pour une raison ou
une autre aprés de longs mois de vie en
latence. A cet effet, une comparaison,
portant sur le recouviement du pou-
voir de tubérisation entre les individus
subcultivés périodiquement toutes les
quatre semaines et ceux maintenus in
vitre pendant 12 a 24 mois et plus, aété
conduite dans des conditions de cultu-
re en serre, afin de voir sil’abaissement
de la température ou d'autres facteurs
de I'environnement avaient exercé une
quelconqueinfluence sur ce processus,
L’examen de la figure 6 fait ressortir
qu'effectivement le recouvrement de
la capacité de tubérisation des micro-
plantes conservées in vitre i basse tem-
pérature n'est en aucun cas modifié au
cours du stockage.

Cependant, on remarque un faibie
taux de reprise de croissance en serre
chez la plupart des variétés conservées
pat rapport 4 celles microbouturées ré-
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guligrement sur un miliew nutritif
neuf, Cette différence semble &tre due
a la perte de matériel vegétal provo-
quée par la contamination du substrat
de culture par des micro-organismes
pathogénes, lors de la mise en place
des microplantes en serre. Pour ce der-
nier point, il est intéressant de relever
ici le rble important gue revétent les
exigences bien particuliéres des micro-
plantes lors du «sevrage » (transfert in
vitro — ex vitro), portant sur la qualité
physico-chimique des composants ser-
vant de substrat nourricier (Reust et
Le, 1985), et d’autre part celui du pro-
cessus d’acclimatation permettant la
reprise de maniére graduelle de cer-
tains mécanismes physiclogiques (par
exemple régulation stomatique), qui
 jusqu’alors ne sont pas encore entrés
en fonction, comme I'a montré Lt
(1985, 1987), lors du sevrage du pom-
mier et de 'hysope.

En ce qui concerne le nombre de tu-
bercules produits aprés ces deux mo-
des de conservation, les résultats pré-
sentés sur la figure 6 montrent qu’il
n’existe pas de différence significative
pour l'ensemble des variétés mises en
culture. Toutefois on remarque un fai-
ble rendement en tubercules chez cer-
taines variétés précoces et mi-précoces
en comparaison avec les variéés tardi-
ves ou mi-tardives; cela nous laisse
supposer que le caractére de précocité
1ié au génotype ainsi que les conditions
d’environnement de culture durant la
période hivernale (décembre-janvier)
pourraient étre en partie 3 l'origine de
cette différence dans le développe-
ment des minitubercules, comme 1'ont
observé Reust et LE (1985) sur la tubé-
risation des variétés Ukama et Nicola
en conditions de serre pendant les
mois d’hiver,

Zuaammenfaasung

Wir beschireiben in dieser Acbeit die
Mdoglichkeit die in der Schweiz angebau-
ten Karloffetsorten in viiro zu konser-
vieren.
Karioffelsiecklinge mil einer Achselk-
nospe werden auf einem Agar-medium
mil Mineralsalzen (L€ et CotrET, 1985) bei
einet Tempetatur von 2 bis 4°Cund einer
Pholopetiode von 12 Siunden pro Tag
kultiviert.
Fiir alle experimentierten Sotien isl das
berleben wihtend mindesiens (2 Mo-
naten gewidhcleistel. Es kann sich fir
manche Sonen auf {iber 3 Jahre hinaus
verlingern,
Ein Vergleich der Regenerationskapazi-
iit der bei niedriger Temperatur konser-
vierten Stecklinge und dje der perioden-
weise Subkullivierten Stecklinge wird
ausfuhelich berichlel.

Conclusion

La conservation in vitro, selon notre

méthode, est exploitée pour le main-

tien de 'assortiment suisse des varié-
tés de pommes de terre et présente les
avantages suivants:

+ une protection efficace contre jes ris-
ques potentiels d’infection provo-
qués par la présence permanente de
micro-organismes pathogénes que
comporie le stockage traditionnel;

e unapprovisionnement rapide et sans
limite en plants de base sains, en y
associant la technique de microbou-
turage décrite auparavant (Reust et
Le, 1985);

+ un abaissement significatif des frais
engageés dans le maintien des gé-
notypes intéressants par la miniati-
risation des organes de réserve et la
réduction des surfaces de stockage ;

¢ une programmation possible et sans
contrainte des travaux de renouvel-
lement du matériel de base i long
terme.

D’autres travaux visant a démontrer la

conformité des variétés de pommes de

terre conservées in vitro sont en cours
de réalisation.
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Summary

A possibility for in vitrolong term slorage
of polalo varieties cultivated in Switzer-
land is described.

Nodal minicuttings are being cultivaled
on a solidified agar-medium containing
mineral salls (L& et CoLrer, 1985), and
maintained under a twelve hour photope-
tied at tempecatutes of 2-4°C,
Successful storage for 12 months at least
has been obtained for all varieties. This
can be extenled for some variclies to
mofre Lthan 3 years.

The regeneration capacity of in vitro long
term stored plants was compared with
thal of regularly in witro subcullivated
plants.

281



Schweiz. Landw. Fo.
Recherche agronam. en Suisse 28 (3/4), 1988

Rapid cloual multiplication of Uncaria gambir
through tissue culture

4

CLLé
Station fédérale de recherches agronomiques de Changins (RA C), CH-1260 Nyon, Switzerland

{Directeur: A. Vez)

SUMMARY
Rapid clonal multiplication of Uncaria gambir through tissue cufture

Young actively shool Apex explants of Uncaria gambir were proliferated on a Murashige and $koog
(1962) medium supplemented with 1.0 mg/1 «-naphthylacetic acid (NA A) and 4.0 mg/1 Benzyladenine
(BA). Adventilious roots formation was obtained by treating microcuttings in 2n agar medium containing
5.10"'M B-indolylacetic acid (LAA) for 16 hours and then transferring them to the CMS hormone-free
medium (Coutet, 1985). Rooted plantlets were successfully established in soil.

Plant cell and tissue culture techniques have been well considered as a powerful tools for the
propagation of a number of ornamental species {7}, agronomic crops [5], and forest trees [2].
Uncaria gambir (Rubiaceae), a climbing shrub native to the Malay Archipelago [6] hasbeen
cultivated for the production of pale catechu, mainly used as astringent drug in medicine, and
in the dyeing and tanning industries [1, 9]
This paper deals with a method for rapid multiplication of Uncaria gambir using tissue cul-
ture techmiques.

Fig. 1a_ Proliferation of multiple shoots from a
single shoot apex on medium containing 4 mg/1
N6 Benzyladenine {BA) and 1 mg/[ «-naph-
thylacetic acid {(NAA); 8 weeks after transfer
on multiplication medivm,
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Fig. 1b. Adventitious root development on iso-
lated shoot after a quick dip (16 hours) in
5.10*M of B-indolylacetic acid (LAA); 3 weeks
of culture.

In the present study, shoot tips of Uncaria gambir (4—5 ¢m in length), grown under green-
house conditions were used as explant sources. They were washed with running tap water,
dipped in 70% ethanol for a few seconds, and surface-sterilized in 1% Benomy!® for 30
minutes, followed by shaking in 3% Kohrsolin® (Glutaraldehyd. N,N’-bis-[hydroxymethyl]
Urea) for two times of 20 minutes each. They were finally washed in three changes of sterile dis-
tilled water and maintained in an anti-oxidant solution containing 1% ascorbicacid and 1.5%
citric acid in order to prevent blackening of young active tissues. Shoot apex (ca .5 to 1 ¢m)
were then excised and transferred aseptically to 12—15 ml of the appropriate culture medium.

The proliferation medium which gave the best results (Fig. 1a) was that of Murashige and
Skoog (8] supplemented with (per liter) 100 mg myo-inositol, 1.0 mg thiamine-HCI, 0.5 mg
pyridoxine-HCI, 0.5 mg nicotinic acid, 1.0 mg o -naphthylacetic acid (NAA), 4 mg N6 Benzy-
ladenine (BA), 30 g sucrose, 7 g Difco Bacto-Agar.

The pH of the medium was adjusted to 5.7 prior toautoclaving at 121°C (1.1 kg.em?)for 15
minutes.

All the culture tubes were incubated under a cycle of 16 hours light at 23 °C and 8 hours dark
at 18 °C. The irradiance was 850 uW.cm'? (400—700 nm) supplied by Mazda Aviva TF
65 W/AVI fluorescent tubes.

At 6 to 8 week intervals the newly formed shoots (5 to 6 shoots/explant), growing out from
the initial explant, were subcultured on fresh medium. This process was repeated several times
for production of shoots which have been used as cuttings for the rooting stage.

In order to induce rooting, the cuttings (1 cm long) taken from the in vitro proliferated
shoots were treated according to CorLet and L& [4]. This consists of short dipping the cuttings
overnight (16 hours) with the basal part embedded in an agar-medivm containing 5.10°*M of
f-indolylacetic acid (1AA), and transferring them to the free-hormone medium CMS (3], in
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"t iso-

weeks

Fig. 2. Regenerated
plantlets of U. gambir
acclimatized after
approximately 8 weeks
in the greenhouse.

complete darkness at 28 °C, for the first three days. Afterwards, the culture tubes were main-
tained under the same illumination conditions as for shoot proliferation stage, for the remain-
ing period of root development.

When roots were well developed (Fig. 1b) these rooted plantlets were removed from the
aseptic cultures by thorougly washing roots to discard excess agar from the root system and
transplanted ta the plastic trays filled with a 1:1:1 peat:compost:sand (v:v:v) mixtore. For the
initial period of transfer, the trays were maintained under fog system providing a high level of
humidity during 4 to 5 days to avoid dessication and then the plants were gradually acclima-
tized to the glasshouse culture conditions. The plants derived from: in vitro culture grew nor-
mally without showing any phenomenon of aberration (Fig. 2).

In the absence of an effective method for multiplication, we believe that shoot apex culture
would appear o be a satisfactory means of propagation of this species and large-scale micro-
propagation is now quite feasible.
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ZUSAMMENFASSUNG
Klonale Vermehrung von Uncaria gambir Gewebekultur

Gewebekultur van Uncaria gambir wurde mit Triebspitzenkultur auf einem verdnderten Murashige &
Skoog Medium (1962) mil 1,0 mg/1 -Naphthylessigsiure (NES) und 4,0 mg/1 Benzyladenin (BA)
durchgefiihri. Die Bildung von Adventivwurzeln wurde erzielr, indem junge aktive Sprossen auf sinem
Agar-Bewurzelungsmedium mil 5.10-“M B-Indolylessigsiure (IES) pikiert wurden, Nach 16 Stunden
wrdcn diese auf ein CMS-Medium (CoLLer, 1985) ohne 1ES iiberfithrt. Bewnrzelte konnten mit Erfolg
in glrtnerische Substrate verpflanzt werden.
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RESUME

Multiplication clonale in vitro de I'Uncaria gambir

De jeunes extrémités de pousses (Apex) d"Uncaria gambir sont proliférées sur un milien de culture de
base de Murashige et Skoog (1962) contenant 1,0 mg/l d’acide o -naphthylacétique (ANA} et 4,0 mg/]
de Benzyladénine (BA). Le développement des racines adventives a €t€ obtenu en traitant les microbou-
tures dans ane solution agarisée renfermant 5.10*M d’acide $-indolylacétique (A1A) pendant 16 heures
et en les transférant sur un milien nutritif CMS (CoLLet, 1985), dépourvu d’ALA. Des plantes enracinées
ont ainsi ét€ acclimatées avec succés sur substrat de culture traditionnel.
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Fig. 2, Capaeite de croissance des microboutures en fonction des niveaux de prélevement,

res de la eroissance en hauteur des mi-
niplantes. aprés chaque cycle de multi-
plication de quatre semaines.

L essai a été répéte au moins deux fois,
avec un nombre de 16 & 18 explants par
niveau de prélevement el par variété
de pomme de terre expérimentée.

Résultats et discussion

La capacite de croissance des explants
de pomme de terre (cv. Bintje et Dési-
rée), préleves a différents niveaux d'in-
sertion, est illustrée dans la figure 2.
Chez la variété Bintje, on note une dif-
férence importante quant a la croissan-
ce entre les parties extrémes (niveaux 0
et 6) et les niveaux 1 a 5, avec un opti-
mum situé au niveau 3.

Pour la variété Désirée, une réduction
significative de la croissance a été ob-
servée au niveau 0, alors que le déve-
loppement des niveaux 1, 6 ¢1 7 ne sem-
ble pas étre trop défavorisé par rapport
aux niveaux intermédiaires (2 a 5).
Ces observations s'avérent étre en par-
tie en accord avec les résultals des tra-
vaux de Correret Le(1987), quiont mis
en évidence la perte de productivité
des bourgeons apicaux de porte-greffe
de pommier, en suivant leur évolution
au cours de multiples subcultures.
Concernant le développement effectif
de nouveaux entre-nceuds sur la mini-
plante in vitro, on note un plus grand
nombre de miniboutures utilisables
chez la variété Désirée (7), en compa-
raison avec la variété Bintje (6). Par
contre, la croissance des explants des
niveaux sous-jacents (1 a 5) parait étre
plus forte pour la variété Bintje que
pour Deésirée. Dans nos conditions
d'expérimentation, la faible croissance
de I'ensemble des explants de la varié-

358

¢ Désirée pourrait étre expliquée par
le caractére particulier lié au génotype,
comme l'ont signale Lt et Corcer
(1988) dans leurs travaux portant sur la
survie de ces vanéteés, apres de longs
mois de conservation in vitro.

En conclusion, les premiers résultats
expérimentaux concernant l'influence
des niveaux de développement des
bourgeons de pomme de terre cultivés
in vitro nous permettent d'envisager,
avec assurance, la micropropagation
rapide des variétés Bintje et Désirée,
dans des conditions optimales de crois-
sance, cela en respectant rigoureuse-
ment le potentiel de développement
de difTférents niveaux d'insertion sur la
plante de départ.

Des travaux portant sur d'aulres varié-
tés de pomme de terre de l'assorti-
ment suisse sont en cours de réalisa-
tion, afin de vérifier notre procédé de
multiplication,
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Assainissement de I’échalote
(Allium ascalonicum L)

1re partie: semis et multiplication in vitro

C. L. LE, F. PELET et J. PERKO, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon

Résumé

Envue de l'assainissernent virologi-
que de I'échalole, les auleurs décri-
vent une méthode permetiant la
germinalion des graines in vitro, la
preliferation de pousses feuillées et
leur enracinemenl. Les plantules
ainsi obtenues sont exernptes du
virus de la bigarrure de I'eignon et
du virug latent de P'échalote. Elles
produisent des petits caieux qui,
en deuxieme année, donnent des
plantes vigoureuses ét de gros bul-
bes. En troisieme année, on obtient
une lloraison abeondanle, ce qui
n‘est pas usuel chez I'echalote.

.ntroduqtion

Dans le régime alimentaire des popu-
lations du sud de PEurope et du bassin
méditerranéen, ’échalote (AMium as-
calonicum L.), plante potagére de la
famille des liliacées, occupe grice a sa
richesse en ardmes nne place impor-
tante.

Ce légume-condiment renferme &
Pétat frais beaucoup de sels minéraux,
de trés nombreux oligo-éléments et
des vitamines. Enmédecine, 'usage de
Yéchalote a pour but de renforcer le
rythme cardiaque (tonicardiaque), de
régulariser la sécrétion biliaire (cholé-
rétique), ainsi que de favoriser la fone-
tion urinaire.

La production de Péchalote, i I'échelle
européenne, est en constante progres-
sion. La France, principal pays produc-
teurdela CEE, a vu augmenter ses sur-

Ravue suisse Vilic, Arborle, Hortic, Vol. 21 13): 163-187, 1980

faces de cuiture de 1500 ha en 1982 A
2500 ha en 1986. En Grande-Bretagne,
aux 300 tonnes d’échalotes, produites
localement en 1985 pour une surface
de culture de 20 ha, viennent s’ajouter
938 tonnes importées (WaLkey et al.,
1987). En Suisse, la consommation de
ce légume a passé de 1080 tonnes en
1983, a4 1397 ionnes en 1986 (LotHi,
1988).

Contrairement 4 la multiplication de
Poignon qui s’effectne au moyen de se-
mences, celle de I'échalote se fait par
voie végetative, en cultivant les bulbes
(ou caieux} qui s¢ développent sur la
plante-mére en cours de végétation.
Or, ce mode de reproduction augmen-
te lesrisques d’infection par des micro-
organismes pathogénes, en particulier
des virus. On connait les virus occa-
sionnant les baisses de rendement
dans les cultures d’échalotes (Capi.
tHac ef al., 1976; Bos, 1976; Bos er al,
1978 ; VErnoven et Horvat, 1981 Deie.
coite, 1982). 1l s’agit du virus de la
bigarrure de Poignon (OYDYV) et du
virus latent de P’échalote (SLV). Ces
deux agents pathogénes, transmis par
des insectes, notamment des puce-
rons, peuvent causer des pertes de pro-
duction allant jusqu’a 40% (HENDER-
soN, 1963). En Suisse, on a signalé
récemment que toutes les populations
d’échalote cuivrée demi-longue du ty-
pe Jersey étaient porteuses de ces virus
(PeLET, 1988); certaines, notamment
celtes dont est issue la variete Milrac,
une nouvelle obtention de la RAC
(Centre des Fougéres, Conthey), sont
relativement tolérantes au virus de la
bigarrure de l'eignon (OYDV), qui
sans nul doute s’avére étre le plus
redoutable de ces agents infectieux.
Aussi, dans le but d’obtenir du maté-

riel sélectionné indemne de viroses et
de qualité supérieure offrant des ga-
ranties sanitaires valables, la Station
fédérale de Changins s’efforce-t-elle
depuis plusieurs années d’assainir la
nouvelle obtention Milrac qui présen-
te des caractéres agronomiques inté-
ressants (Le, 1985; DarbeLLay ef al,
1988).

Il existe différentes techniques per-
mettant Pélimination des virus des
plantes cultivées. La technique la plus
couramment utilisée pour I'obtention
de matériel végétal sain est le renou-
vellement de clones par voie de semis,
quoique certains risques d’infection
subsistent pour un petit nombre de vé-
gétaux cultivés (PraTak, 1974). Cette
voie présente cerles des avantages vu
qu’elle ne nécessite pas de movens
sophisiiqués. Elle est applicable 4 une
vaste gamme d’espéces végétales, mais
elle ne reproduit pas toujours le clone
désiré. Encore faut-il trouver les condi-
tions opiimales permetiant de pro-
duire convenablement des semences.
Dans le cas de I’échalote, la difficatté
d’obtenir des semences dans les condi-
tions naturelles de culture représente
un grand obstacle pour les travaux de
régénération, En effet, on observe
rarement la floraison dans les culiures
traditionnelles. Toutefois, lorsque la
montée en graines a lieu, les semences
peuvent étre utilisées pour la produc-
fion de cajeux dont la valeur commer-
ciale est, semble-t-il, non négligeable
pour les variétés existantes (LARoOCHE &L
VEerHoVEN, 1980).

Nous rapportons dans le présent article
les premiers résultats des travaux d’as-
sainissement de ’échalote entrepris de
1986 4 1988 et pertant sur des sujets
issus de semences cultivées in vitro.
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fois &tre plus importanie, dans nos
conditions. pour les méristémes issus
de planies soumises & une période de
haule température, que pour ceux pro-
venant des cultures maintenues a la
température de la chambre de crois-
sance. Cette différence peut étre expli-
quée par le fait que d’éveniuelles bles-
sures pourraient étre occasionnédes aux
minuscules ddmes méristématiques,
difficilement reconnaissables de par
leur aspect transtucide, lors de I'extrac-
tion, et que le traitement par la chaleur

aurait effectivement pu ralentir leur
croissance, rendant ainsi le développe-
ment des méristémes difficile,

Ces observations s'avérent étre en ac-
cord avec celles rapportées par Lt et
CoLLer(1985), portant sur la perte dela
capacité de développement des méris-
témes de pomme de terre de la variété
Sangema, loysqu'on prolonge la pério-
de de haute température au-dela d'une
semaine de traitement.

L’absence de développement des mé-
ristémes en cours de régénération
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Fig. 5. Influgnce du traitement par thermothérapic surle taux de régénération desclones d'écha-

lote Milrac®,

coincide souvent avec l'apparition de
nécroses a la base des explants, qui
provoque d’abord un arrét momenta-
né de la croissance des cellules méris-
tématiques, et enfin Ia perte totale du
pouvoir de régénération.

Elimination des viroses

L’examen des résultats présentds dans
la figure 5 confirme IPefficacité de I'as-
sociation d’un (raitement par la cha-
leur 4 la culture iz vitro des méristé-
mes, pour I'élimination du virus de la
bigarrure de I'oignon (OYDV) et du vi-
tus Jatent de I'échalote (SLV), aprés
huit semaines de culture.

En effet, la reconstitution de plantes
d’échalote indemnes de maladies vira-
les, selon potre technique, a permis
d’obienir un pourcentape élevé d'indi-
vidus débarrassés complétement d’or-
panismes pathogénes, contrairement 4
ceux auxquels la période de haute tem-
pérature n'a pas été appliquée. Des ré-
sultats semblables {85%) ont aussi été
mantionnés par Avuso &1 PENA-IGLESIAS
(1981), portant sur Iélimination de
POYDV surl'ail. Par contre, WALKEY er
al. (1987) n'ont pas lrouvé de différen-
ce significative entre les mérisiémes
ayant subi un traitement a 33°C et
CEUX qui sont mainlenus a la tempéra-
ere ambiante, pour I'échalote Noord-
hollandse Strogele. Le pourcentage de
plantes saines obtenu pour ces deux
types de trzitements demeure toute-
fois faible (25,7 %). Ce fait pourrait étre
did arw mode de traitement thermo-
thérapique, probablement inefficace
sur tes bulbes-méares d’échalote et dif-
férent de celuni qui est utilisé dans nos
€ssais.

Concernant le faible taux de réussile
obtenu, dans nos conditions d’expéri-
mentation, avecle seul préldvement de
méristemes, il est possible que le pou-
voir infectieux des apents pathogénes,
n’ayant pas &té affecté par la chaleur,
ail pu encore exercer pleinement son
action dans les tissus environnant le
méristéme et que la contamination ait
eu licu par d’éventuelles blessures can-
sées aux cellules jouxtant celui-ci, lors
de son prélevement. Cette hypothése
recoupe en partie celle qui est avancée
par QuioT er al. (1972) 4 propos de la ré-
génération des clones dail {Allium sa-
tivimm L.} infectés par le virus de la mo-
saigue de l'ail, Ces auteurs ont supposs
que le prélevement d'un méristéme
trop volumineux, contenant encore
quelques cellules virosées, ainsi que la
contamination du tissu méristémati-
que avec de fa séve infectée lorsde son
extraction, pouvaient causer des pertes
importantes en cours de régénération.
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In.:duction

L’'une des étapes impaortantes liées au
succés de Putilisation commerciale des
technigues de micropropagation in vi-
tro des plantes cultivées est le transfert
en conditions de calture lraditionnel-
les {Concer, 1981 ; Pierik, 1988 ; SHorT,
1990).

Dans la pratique, le passage d'un envi-
ronnement stérile & un milien de culta-
re conventionnelle représente pour les
planles micropropagées fn viro une
maodification importante, tant du point
de vue morpho-physiologique que de
celui de Ienvironnement physico-
chimique dans lequel s'effectue le
transfert.

Au cours des deux derniéres décen-
nics, de nombreux travaux ont démon-
tré que la principale cause de la perte
d tériel végétal reproduit in virro,
loM@®u sevrage et de I'acclimatation,
est due au flétrissement rapide de I'ap-
pareil végétatil {Sucrr, 1990). Ce f1é-
trissement est imputé d’une part 3 un
manque de formation de cire cutilaire
et épicuticulaire (Fucmcam ef al.,
1981; SurTer et Languans, 1982 ; Surt.
TER, 1988) et d'autre pari & un fonction-
nement stomatigue défaillant, ne per-
mettant pas la fermeture correcté des
cellules de garde (Bramgiro et FucHiga-
M1, 1982; WarDLE et Suort, 1983), De
méme, un bilan nolritionnel carboné
négatif, provoqué par une activité in-
suffisante de "appareil phoatosynthéti-
que au cours des premiers jours du se-
vrage, semble aussi étre déterminant
pour la survie des plantes multiplides
in vitro (Graut et Astax, 1978).

*Pour les parties 1 el 11, voir la bibliographie.

Rovia sulass Vitie, Arposic. Hortle, Vol, 23 (3] 205-204, (951

Afin de parer a cel inconvénient, des
interventions in vitre précédant le
transfert, en réduisant le taux d*humi-
dité relative 4 Yintérieur des récipients
de culture, envue de stimuler Ja forma-
tion de cire épicuticulaire sur le feuil-
lage (SutTer et Lanagrans, 1982) et
d'activer sa transpiration (Maene et
DesercH, 1986), ont permis déviter le
flétrissement de I'appareil végétatif et
de réussir le transfert en milieu non
stérile. D’antres movens d'interven-
tion durant le transfert, tels que la
réduction progressive de Phumidité
relative en miliew confiné (CaLLEr el
Lz, 1988), ou le séjour sous un brouil-
lard sec (Dry fog), ont aussi contribué
a augmenter le taux de survie des
miniplantes produiles in vifro {« vitro-
plants»} (L&, 1989).

Toutefais, si le mécanisme de transpi-
ration et de régulation des cellules sto-
matiques est bien connu et contrélé
par des interventions au niveau micro-
climatique, il n'en va pas de méme du
réle duo substral de colture atilisé lors
de l'acclimatation. Les travaux effec-
tués dans le domaine du substrat sont
rares {Recazzi, 1987, WVirmeEer et
Evers, 1990).

Dans le présent travail, nous rappor-

tons Jes résullats d’essais portant sur

I'influence des substrats de culture sur
le développement des plantes de pom-
mier in vitro lors de Pacclimalation.

Techniques expérimentales

De jeunes microboutures de pommier
de la variété Goiden Delicious (appelée
ci-aprés Golden} et des porte-greffe
M26 et Mac9® multipliés et enracinés in
vitro, selon les technigues décrites au-

Résume

Les porte-grelfe de pommier M26,
Mac9 el la variété Golden Delicious
sont sevrés et cultivés dans les
quatre substrals perlite, tourbe,
M-RAC ef Oplima, en vue de déler-
miner ie comporlement de plantes
multipiiées in vitro, lors du transfert
en conditions de culture conven-
lionnelles.

La survie et le developpement des
vitroplants de pommier dépendent
de la composilion physica-chimi-
que du suhstrat utilisé, ainsi que de
I3 sensibilité variétale.

paravant {CoLLeT et Le, 1987, 1988),
sonl utilisées dans nos essais. Rappe-
lons que les cultures sont préparées
dans les conditions suivantes: induc-
tion racinaire par un Prétraitement
Inducteuar Bref (PIB) avec une lorte te-
nenr en auxine (0.3-3 mM AlA), tem-
pérature au niveau des récipients de
culture comprise entre 22 * 1°C/jour
et 18 4+ 1°C/nuit ; photopériode de 16
heures par cycle de 24 heures, avec un
éclairement fourni par des tubes fluo-
rescents Mazda AVIVA/TF 65 AVI,
donnant une intensité de 385 ¢W/cm2
au niveau des cultures,

La durée de 'enracinement est limitée,
dans nos conditions d'expérimenta-
tion, 4 deux semaines de culture, pé-
riode durant laquelle les microboutu-
res développent un systéme racinaire
capable de supporter, sans trop de dif-
ficultés, les manipulations du transfert
sur substrats de sevrage.

Afin de pouvoir distinguer les nouvel-
les racines développées au cours du
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The in vitro Culture of Artemisia annua L.

C.L.Léand G F. Collet
Station fédérale de recherches agronomiques de Changins {RAC) CH-1260 Nyon
{Pirecteur: A. Vez)

SUMMARY
The in vitro culture of 4 rtemisia annua L,

Multiple shoots were obtained from shoot tip explants of Artemrsia annua L. (cv. China) on a
basal medium, Murashige and Skoog (MS) supplemented with 1,0 mg/1 Benzyladenine (BA)
and 0,1 mg/l B-indolylbutyric acid (IBA}. Root formation of the Artemisia species was achieved
by exposure of shoots to 0,5 mg/l of B-indolylbutyric acid. Regenerated plantlets were success-
fully transferred to soil where they continue to grow with a survival rate of more than 95%.

Artemisia annua L., an annual dicotyleden belonging to the Asteraceae (Compositae) , is
mainly distributed throughout the temperate regions. This plant has the potential to be-
come an important medicinal drug as it contains Artemisinin (QINGHAQSU), 3 sésqui-
terpenoid lactane peroxide (LI et al., 1979), which has been widely used over a thou-
sand years in Chinese traditional medicine for reducing fevers and malaria therapy
(KrLayman, 1985 ; DENYS eral., 1990).

Since 1986, culture of Anternisia annua in Swilzerland, for the production of antimala-
rial drug artemisinin, was successfully achieved with different original plant sources in-
cluding China, Spain, Yougoslavia, Romania, Huongary, Argentina, West Virginia and
Italia. Artemisinin analysis of these Artemisia annua sources have revealed that impor-
tant artemisinin content has been found in the chinese genotype in comparison with the
remaining ones (DELABAYS, 1990). Nevertheless, the chinese strain failed to show any
capacity of flowering under our field culture conditions, which may lead to bring in dif-
ficult the propagation of the artemisinin high-yielded cultivar.

In the present communication, a successful methed for the in vitro mass propagation
of Artemisia annua L. {cv. China), as an alternative source for the large scale production
of pharmaceutically desirable compound, is reported,

Seeds of Artemista annua L. (cv. China) provided from the WRAIR (Walter Reeds
Army Institute of Research, Washington, D.C.} were germinated and grown under
green-house conditions. Shoot tips approximately 2-3 ¢m long were taken from selected
cultures and washed under running tap water for approximately 30 to 60 minutes. Sur-
face desinfection involved soaking in 0,8% sodium hypochlorite solution plus a few
drops of Teepol®, a wetting agent, for 15 minutes, followed by three rinses in sterile
distilled water. Shoot tips 0,5 ¢em long (Fig. 1) were then transferred aseptically o basal
agar medium containing MURASHIGE and SKOOG (1962) mineral salts, 3% sucrose,
0.7% agar (Difco Bacto Agar), 1 mg/l thiamine, 0,5 mg/! pyridoxine, 0,5 mg/] nicotinic
acid and 100 mg/l myo-inositol.

The pH was adjusted to 5,7 before adding agar and the medium was sterilized by au-
toclaving at 121°C (1,1 kg.em )} for 15 minutes.

After one week on basal medium, surviving explants were transferred to media con-
taining various growth regulators concentrations.

L
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ZUSAMMENFASSUNG
In virro Kultur von Arfemisia anuna L.

Mchrere Sprossen wurden von Ariemisia annua L. (cv. China) Tricbspitzenexplantate erzielt
auf cinem veriinderien Murashige & Skoog Medium mit 1.0 mg/l Benzyladenin (BA) und
0.1 mg/l B-Indolylbuttersiivre (1BA). Die Warzelbildung der Artemisia species wurde erzieh
durch Behandlung der Sprossen mit (1,5 mg/1 B-Indolylbuttersdure. Die regenerierten Steck-
linge wurden erfolgreich in garinerische Substrate verpflanzt, wo sic weiter gedeihen miteinem
Uberlcbungsgrad von mehr als 95%.

RESUME
Culture in vitre de VArtemrsia annna L.

De nombreuses pousses ont €t€ otenues & partir d"Apex de tige d" Artemisia annuag L. (cv. Chine)
cultivés sur wn milieu de base de MURASHIGE et SKOOG (MS) renfermant 1,0 mg/] de
Benzyladénine (BA) et 0,1 mg/l d’acide B-indolylbutyrique (IBA). La formation des racines
adventives a é1é réalisée en traitant les microboutures avec 0.5 mg/| d’acide B-indolylbutyrigue.
Des plantes ainsi régénérées ont été transférées avee succés en conditions de culture sur sub-
strat terreux, et ont pourswivi leur croissance avec un taux de survie supérieur 3 95%.
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XV Micropropagation of Nematanthus
CL.Le!

1 Introduction

Nematanthus Schrader, a member of the family Gesneriaceae, resulted from the
cross of Hypocyrta and Nematanthus (Moore 1973), is classified into 26 neo-
tropical species {Chautems 1985). Wiehler (1979, 1983), based on the morphology
of flowers. and leaves, and ecological distribution, has clearly defined the genus
Nematanthus as epiphytic, ornithophilous, perennial herbs and subshrubs, re-
stricted 1o southeastern Brazil. The basic chromosome number for all Nematanthus
species is n = 8. The leaves of these species are characterized by the presence of
hypodermis. The corollas, which might be orange, red, or yeilow, are usuaily
pouched or enlarged at the bottom and more or less laterally compressed. The fruit
is a displayed capsule type.

The genus Nematanthus, an endemic group closely related to the coastal
rainforest of Brazil, grows between 14 and 29 ° latitude south (Chautems 1985).
Most of them are found along the coast of Rio de Janeiro, Sao Paulo, Pasana, and
Santa Catarina, at an altitude between 500 and 1200 m. It has been noted that each
species settled an area more or less gregariously under these natural growth
conditions (Chauiems 1985).

In horticultural practice, Nematanthus is propagated by seed or vegetatively
from shoot cuttings. These techniques can be employed at any time of the year
(Reist 1979).

Seed propagation is relatively easy, but not advisable due to the fact that seed
progeny is extremely heterogeneous. The growth rate of plants obtained from seed
germination is low, and flowering will take place about 18 months after the
seedlings have been sown (Reist 1978b, 1979). However, this procedure is now used
only for genetic improvement programs (Chautems 1985). On the other hand,
cutting is the preferred method for traditional mass propagation. Reist (1978b)
showed that tip cuttings of N. gregarius with four to eight leaf pairs, removed from
mother plants and placed on a rooting medium without growth regulators and
under mist environment, root with 100% success after 1 month. After being potted
and pinched back to two or three pairs of leaves, the cultures are continued from 8
to 10 months more - depending on the period of propagation ~ to reach the
flowering stage.

'Station fédérale de Recherches Agronomiques de Changins (RAC), 1260 Nyon, Switzerland
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At present, N. gregarius, with its highly attractive foliage and bloom, is al-
most exclusively produced for the pot plant market. Recently, some of the
existing species, e.g., N. fissus, N. fritschii, N. hirtellus, N. longipes, N. nervosus,
N. perianthomegus, N. strilligosus, and N. wettsteinii, have given rise to a number
of valuable hybrids which couid be of interest for indoor plant production {Reist
1978a).

Despite the ease with which most gesneriads, including the genus Nematanthus,
can be propagated by conventional methods, in vitro culture techniques could offer
a valuable alternative (L€ 1984) for the rapid clonal multiplication of new cultivars
il rapid breeding is to be done.

2 In Vitro Studies

The successful application of tissue culture methods to mass propagation of a
number of gesneriads has been widely demonstrated during the last decade (Start
and Cumming 1976; Johnson 1978a,b; Hughes and Barni 1978; Bilkey and
McCown 1979; L& 1980; 1.8 and Collet 1981). However, little is known about in
vitro clonal multiplication of Nematanthus, except for our preliminary work (L&
1984, 1988). The method used to regenerate complete plantlets of Nematanthus
through in vitro tissue culture is reported here.

2.1 Establishrnent of Shoot Cultures

Actively growing shoots (2-4 cm long) can be excised from the floral branches of
mother plants cultivated under greenhouse conditions at any time of the year, but
plant material should preferably be collected from February till June if 1o obtain
high rate of explant growth during the establishment stage is desired (unpubl.).

Leaves were removed and washed for 30 min ander running tap water. The
washed material was then surface sterilized by dipping in 70% ethanol for a few
seconds to break surface tension, and soaked twice for 10 min in 0.5% {vol/vol)
sodium hypochlorite containing 2 drops Teepol (per 100 ml) as a wetting agent.
The shoot pieces were then rinsed three times with sterile distilled water. Finally,
5-mm-long apices (Fig. 1) were excised from the surface sterilized shoot tips, using a
scalpel and a pair of forceps, and transferred to the culture medium.

2.2 Media and Culture Counditions

The basal nutrient medium consisted of Murashige and Skoog's (MS) {1962)
inorganic salts supplemented with 0.4 mg/1 thiamine-HCI, 0.5 mg/l nicotinic acid,
0.5 mg/l pyridoxine-HC], 100 mg/1 Myo-inositol and 3% sucrose. Various combi-
nations of auxin and cytokinin were added to the basal medium in order to induce
shoot proliferation. For further growth into complete plantlets, regenerated shoots
{1-2 cm long) were excised from shoot-proliferating explants and transferred to the
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2.4 Effect of Growth Regulators
2.4.1 Effect of NAA

The incorporation of naphthalene-acetic acid (NAA) into the basal medium at
0.0] mg/1 did not show any apparent effect on shoot proliferation (Fig. 3). At low
concentration (0.0 to 0.0] mg/1), NAA stimulated root development after several
weeks of culture, whereas increasing NAA level from 1 to 2 mg/l resulted in
stimulation of callus formation, which had an inhibitory effect on the initiation of
shoot primordia on shoot tip explants.

24.2 Effect of BA

Shoot tip cultures on the basal medium containing 0.1 o 1.0 mg/l 6-benzyl-
aminopurine (BA) as the sole growth regulator source led to moderately developed
shoots (Fig. 3). Most of them were deformed and appeared to be injured. At higher
concentrations of BA (2.0 mg/i)), shoot growth was severely inhibited and profuse
friable callus formation took place in the basal cut ends. .

2.4.3 NAA/BA-Interaction

As shown in Fig. 3, the incubation of shoot tip explants on the medium supple-
mented with BA and NAA resulted in higher shoot proliferation rates, as opposed
to those where BA or NAA was added singly to the medium. In cultures grown in
the presence of 1.0 mg/l BA and 0.01 or 0.1 mg/l NAA, a maximum development of
normal shoots was observed within 6 weeks of transfer from basal medium (Fig. 4).
The addition of NAA at the concentration of 0.1 mg/l or more yielded limited shoot
proliferation or did not promote shoot initiation when 0.1 mg/l BA was supplied in
the basal medium.
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2.5 Carbon Sources

The carbon source in the medium seems to play a role for in vitro growth of
Nematanthus. The effect on in vitro development of different carbon sources such as
sucrose, glucose, fructose, and sorbitol ranging f[rom 2 to 3% have been investig-
ated. As shown in Fig. 5, glucose and sucrose at a concentration of 3% were found
to be optimal for new shoot development, while fructose at all concentrations
tested vielded growth rate less than glucose and sucrose treatments. If sorbital is
added in the medium as the sole source of carbon, the growth rate of initial explants
was severely reduced and the formation of new shoots failed to occur at higher
concentrations (up to 4%).

2.6 pH

The optimum pH lor in vitro growth of Nematanthus was in the range of 5.5 to 5.8.
PH lower than 5.5 could retard the induction of shoot development on initial
explants, whereas increasing pH to higher than 6 significantly decreased the
multiplication rate per subculture.

2.7 Subculture of Shoots

For repeated subculturing, shoots 0.5-1 cm in length excised from growing shoot
clusters were transferred to the basal medium supplemented with reduced BA
concentration at the level of 0.5 mg/l, in combination with 0.1 mg/l NAA. This
procedure has been now maintained for more than 30 subcultures without any loss
of morphogenetic responses. The multiplication rate was ten fold per subculture at
4-6-week intervals.

2.8 Rooting

Adventitious root formation could be induced on indole-3-acetic acid (1AA) as well
as on indole-3-butyric acid (1BA), but the rooting frequency with TAA treatment
was very low in comparison with IBA treatment. Moreover, if the medium was
supplied with naphthalene-acetic acid (NAA), the risk of forming profuse callus at
the basal cut end of the cuttings was extremely high during the rooting stage. For
these reasons, all rooting treatments were performed with various concentrations
of IBA, which led to satisfactory results. The most effective concentrations of IBA
for root induction was 0.05 mg/l under our conditions of experiments (Fig. 6).
Roots occured, without callus formation, in a great number of 3 weeks of culture
and were concentrated on the proximal part of the cuttings. Complete inhibition of
rooting accompanied by callus development occurred at higher concentration (up
to 2.0 mg/1) (L& 1988). It was aiso noted that the percentage of shoots forming roots
improved with increasing subcultures.
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2.9 Transfer to the Greenhouse

In the greenhouse, plantlets regenerated in vitro were removed from the culture
containers and rinsed in tap water to discard excess agar from roots before
transferring to soil mixture using peat:petlite {(5:1). They were then maintained
under intermittent mist conditions for hardening during the first 10 days, and were
allowed to grow on their own after the mist period (Fig. 7). More than 90% of
plants transferred to greenhouse conditions continued to grow normaily and were
identical to the parents.

3 Summary and Conclusion

The present results demonstrate that, with appropriate media and environmental
conditions, the culture and regeneration of Nematanthus can be achieved by using
shoot tip explants from mature plant material. This finding can offer an adequate
technique as potential for the rapid clonal propagation of valuable cultivars of
Nematanthus for commercial production in addition to the conventional methods
of multiplication.

4 Protocol

1. Establishment of surface sterilized shoot tips (0.5 ¢cm long) on basal MS medium containing 10 mg/l
BA and 0.1 mg/l NAA,

2. Sheot multiplicaiion can be induced on the basal medium supplemented with 1.0mg/d BA and
0.01 mg/l NAA. Repeated subculturing can be achieved at 4- to 6-week intervals onto ltesh medium
with reduced BA concentraiion (0.5 mg/1).

3. Rapid rooiing is accomplished by culiuring isolated shoots on the basal medium supplied with 2%
sucrose and 0.05 mg/1 1BA as the sole inducing agent.

4. Plantlets with well-developed rool system are transferred to a peat:perlite (5:1} mixiure and
gradually acclimatized 10 greenhouse conditions.
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Multiplication in vitro du Chataignier
(Castanea sativa Mill.)

1. Etablissement et Multiplication in vifro.
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Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon
{Directeur: A, Vez)

RESUME

Dans cet articte nous décrivons une technique de multiplication in vitro des clones de chatai-
gnier s€leclionnés en Suisse. L'importance du mode de préparation et le choix de I'explant sur
le 1aux de réussite a I'établissement sont mis en €évidence. La composition du milieu de cullure
en regard des génotypes peut jouer un réle important dans le développemeni d’une technique
de propagation.

Introduction

Introduit & large échelle en Europe du sud par les grecs, le chataignier, espéce ligneuse
de la famille des fagacées, originaire de I’ Asie du sud-ouest, est cultivé principalement
pour son fruit (aliment et fourrage) et pour son bois (construction) (SMiTH, 1979).

En Suisse, la castanéiculture constitue dans 1a partie sud des Alpes un élément impor-
tant pour sa valeur économique et écologique. Or 'espéce indigéne, Castanea saiiva,
implantée dans les chataigneraies de cette contrée se montre sensible a fa maladie du
chancre de I'écorce qui est provoquée par I'agent pathogéne Cryprionectria (Endothia)
parasitica (MURRIL) P.J. BARR & H. W. ANDERSON (BAZZIGHER et MILLER, 1991).
Des dégats importants occasionnés par cette épidémie désastreuse ont amené la Suisse
aentreprendre, dés les années cinquante, un programme de sélection de clones de ché-
taignier résistants 4 la maladie du chancre (BAZZIGHER ¢t MILLER, 1987). De ces tra-
vaux, les clones de chétaignier reconnus résistants a 'Endothia ont été effectivement
sélectionnés et ont donc constitué une source de génotypes d'un grand intérét écono-
mique. Cependant, pour le développement et la diffusion de ces ressources A des fins
expérimentales et aux utilisateurs potentiels, le sélectionneur est confronté, avec les
techniques traditionnclles de multiplication (greffage, marcottage), a des difficultés re-
levant de la variabilité des semis, de I'incompatibilité des greffes, de I'infection en cours
de greffage, tant et si bien que [a production réguliére de plants de base ne peut étre
assurée. Aussi, la culture in vitro a été choisie, dans le cas présent, comme moyen de
propagation intensive et conforme pour 'obtention rapide de matériel sélectionné
nécessaire aux travaux d’amélioration.

Dans ce travail, nous rapportons les premiers résultats concernant |’établissement et
la rnultiplication in vitro des clones de chataignier sélectionnés pour leur caractére rési-
stant a I’ Endothia parasitica (BAZZtGHER et MILLER, 1987).

Le présent travail a été réalisé dans le cadre d'une collaboration entre Y'Institut
fédéral de recherches sur la forét, la neige et le paysage de Birmensdorf, le groupe de

*) Avec la collaboration technique de M™° B. DECORVET.
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travail sur le chataignier au Tessin et le service de Biclogie végétale (groupe Culture in
vitro) de la Station fédérale de recherches agronomiques de Changins.

Matériel et Méthodes

Matériel végétal

Decs plantes de Chétaignier comprenant une vingtaine de clones (tab. 1) cultivés en pé-
piniére, & Lattecaldo, sont utilisées dans nos essais.

Tabl. 1. Liste des clones de chéataignier suisses cultivés in vitro au 7.7.1992.

Clones Provenance Materiel Eabl. Muli.
6259 Osogna Adulte + +
1071 Osogna Adulie + +

54—478 Lattecaldo Jeune - .

K—-5526 Lattecaldo Jeune + +
54-1046 Lattecaldo Jeune +
65—-1140 Lattecaldo Jeune —
65—1242 Lattecaldo Jeung +
68—1630 Lattecaldo Jeune +
71-3312 Lattecaldo Jeune +
71-3520 Bellinzona Jeune +
T1-6786 Lattecaldo Jeane +
71-6473 Lattecaldo Jeune +
71-711¢ Lattecaldo Jeune +
73—1638 Lattecaldo Jeune +
73-3067 Lattecaldo Jeune -
73-3316 Latiecaldo Jeune +
73-3746 Latiecaldo Jeunge +
KL-5587 Lattecaldo Jeune —
Malcantone Taverne Adulte -
M. DiSagno Taverne Adulte -
Torcione Taverne Adulte +
Verdesa Taverne Adulte + +
Ludiano Ludiano Adulte -

{+): Clones établis e¢ multipliés in vitro
{—): Clones récalcitranis

Techniques
Installation du matériel non débourré

Desrameaux de 204 25 cm de longueur prélevés sur des pieds-méres aux mois de janvier
et février, sont découpés en segments de 1 & 2 nceuds.

Ces segments sont désinfectés, aprés un bref passage dans de ’éthanol 4 70%, par un
double trempage, d’abord dans une solution d‘hypochlorite de sodiam a 1%, addi-
tionné d’un mélange d°antioxydants (acide ascorbique 1% + acide citrique 1,5%) et de
quelques gouttes de mouillant (Tween 80), pendant 20 minutes. Puis, aprés un bref rin-
cage a I'eau stérile, ils sont transférés dans une solution de Kohrsolin® (Glutaraldéhyde,
N,N’-bis-(hydroxyméthyle) Urée (Bode & Co, Hamburg) & 3%, pendant 20 minutes.
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Milieu de prolifération

Dans nos expériences préliminaires, il a été observé que la croissance des explants
initiaux paraigsait influencée par la composition minérale du milieu nutritif. Aussi
avons-nous testé les sels minéraux des milieux suivants:

— MURASHIGE et SKOOG (1962) (M5} avec ¥2 NO7;

-~ GRESSHOF et DOY (1972) (GD);

— HELLER (1953);

— Li1oYD et MCCOwN (1980) (WPM).

Conditions de culture

Les cultures sont maintenues pendant les trois premiers jours a 'obscurité, puis sont
transférées a la lumiére, avec une photopériode de 16 heures par jour. L’intensité lumi-
neuse est de 850 uW/cm? fournie par des tubes fluorescents, Mazda Aviva TF/65. La
température est de 23°C pendant le jour et de 18°C ia nuit. L’humidité reiative est de
55% =+ 5% dans la chambre de cuiture.

Résuliats el discussion
Eiablissement in vifro

L’une des étapes importantes et délicates dans le processus de multiplication des végé-
taux ligneux, notamment le chitaignier, est I'établissement de matériel exempt de
microorganismes pathogénes qui sont susceptibles de compromettre leur croissance et
développement ultérieurement en milieu axénique. Aussi, une désinfection minutieuse
du matériel végétal selon notre procédé mentionné plus haut {cf. Matériel et Mé-
thodes), renforcée par divers modes de préparartion et de prélévement des explants
initiaux a été expérimentée afin de réduire les risques de contamination au départ de
toutes nos cultures.

Influence du mode de prélévement des explants

L'influence du mode de prélévement, en rapport avec la maniére dont on prépare les
explants de chataignier, sur le taux d’infection 4 I’2tablissement in vitro est illustiée par
la figure 3. Pour les deux types de matériel préparé (non débourré et débourré), on note
que, dans nos conditions de culture, les bourgeons non encore développés, mais dont
la dormance est levée, ont un pourcentage de contamination élevé. Des pertes impor-
tantes de matériel prélevé en présence du tissu sous-jacent (avec talon) (65 %) sont cau-
sées par la contamination de microorganismes, en général de bactéries, et par la nécrose
des apex. Une légere diminution du taux d’infection (45 %) a £té observée pour les ex-
plants ne contenant pas de tissu sous-jacent (sans talon).

Par contre, 'installation du matériel provenant de bourgeons développés en serre 2
brouillard sec (Fog system), a permis d'obtenir une diminution importante du taux d’in-
fection (25%) sur I’ensemble de nos clones de chitaignier expérimentés. Cela pourrait
étre expliqué par le fait que les jeunes bourgeons débourrés en conditions de serre, ont
pu bénéficier pleinement d’une protection efficace contre les risques d'infection, et ceci
d’une part grice aux traitements préventifs avec un anticryptogamique a large spectre
Benlate® durant la période de débourrement, et d’autre part par I'adjonction au milien
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Fig. 3: influence du modede pré]évemént des explants sur le taux d’infection ai'établissement.

de culture d’un antibiotique, la pénicilline G (100 mg/!), qui empéche le développement
des microorganismes. Cette observation corrobore celles qui sont obtenues par HEN-
NERTY et al. (1988), portant sur ’effet bénéfique de la pénicilline i I’établissement des
explants initiaux du porte-greffe de pommier M26.

L'incubation des explants dans une solution de sulfate d’hydroxyquinoléine (3-HQS)
4 0,1%, selon LAIMER et ol. (1991), au premier jour de Pétablissement, a également
contribué i diminuer le taux d’infection 4 un seuil supportable (6,8%). La présence du
8-HQS dans le milieu de culture a permis non seulement d’empécher le développement
des microorganismes de par son action antimitotique et bactéricide connue, mais encore
de réduire le phénoméne de brunissement du milieu nutritif (fig. 4) grace 4 son action
inhibitrice sur Pactivité des polyphénoloxydases. L’oxydation des composés phénoli-
ques libérés dans le milieu nutritif par le tissu végétal fraichement installé, principale-
ment chez les fagacées dont fait partie le chitaignier, représente une des difficultés
majeures lors de ’établissement des explants initiaux.

Pour parer a cet inconvénient, VIEITEZ et VIEITEZ (1980) propose le trempage du
matériel végétal dans I’ean stérile pendant deux 4 trois heures avant de le transférer sur
le milieu de cuiture, ceci pour éliminer les exsudats chargés de tanins, alors que MUL.
LINS (1987) suggére des transferts fréquents de Pexplant initial sur un milieu neuf, de
méme composition, pour améliorer sa croissance.
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Fig. 5. Influence du mode de débourrement et de culture sur le taux de développement des
explants initiaux.

Aussi, l'installation in vifro des clones de chitaignier sélectionnés, selon nos procédés
mentionnés plus haut, nous a permis d’obtenir, malgré nombre de difficultés relevant
des conditions de I'environnement de culture, des tétes de clones intéressants (tabl. 1).
Cependant, il apparait au cours des essais d’établissement que certains génotypes ex-
- périmentés sont plus récalcitrants que d*autres pour ce qui est de leur faculté de s’adap-
ter au milieu de culture artificiel. Il en résulte leur perte aprés quelques transferts in
vitro. Alors que pour d’autres clones de chitaignier, I'établissement du matériel sélec-
tionné en milieu axénique ne présente pas de difficulté particuliére.

Multiplication in vitre
Choix de Fexplant initial

En nous référant aux résultats des travaux de micropropagation des porte-greffe de
pommier et de poirier (COLLET et LE, 1987), il apparait que le choix du matériel végé-
tal, servant de source d’explants, peut étre déterminant pour assurer, au cours de mul-
tiples cycles de culture, un taux de prolifération intéressant et régulier. Des bourgeons
provenant des parties proximale {bas) et distale (haut) des pousses débourrées de trois
rameaux (cv. Verdesa) sont suivis durant une dizaine de cycles de multiplication, afin
d’évaluer lcur capacité de développer de nouveaux bourgeons. La figure 6 montre que
le développement de I'ensemble des bourgeons est plus fort dans [a pattie proximale
que dans la partie distale. Dans le cas présent, une plus grande concentration de bourge-
ons caunlinaires observée a la base (partie proximale) de la pousse initiale semble étre 3
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I'origine de cette différence quant a ieur capacité de prolifération. Toutefois, on note
une perte importante de matériel végétal durant les premiéres subcultures, provoquée
par le phénoméne de nécrose du bourgeon apical. Concernant des bourgeons en milieu
de prolifération, VIEITEZ et af. (1983) signalent la disparition de son matériel cloné déja
apres quatre subcultures a cause de la nécrose des bourgeons. MULLINS (1987) men-
tionne également que plus de 30% de pousses développées au cours des repiquages suc-
cessifs présentent le symptome de nécrose apicale, ceci malgré des modifications appor-
tées au niveau des éléments nutritifs.

cv. Verdesa

Production d'explants au cours de 10 subcultures

80

60

20_ [

3
8C1 SC2 SC3 SC4 SC5 SC6 S8C7 SC8 8C9 SC10

(L] Partie distale Partie proximale

(SC:nombre de subcultures)

Fig. 6: Influence de la position de I'explant initial sur l¢ taux de prolifération,

Cholix du miliew mutritif

Divers milieux de base sont examinés afin de pouvoir réduire le phénoméne de dégéné-
rescence du bourgeon apical. L’examen des résultats obtenus avec le elone 6259 (fig. 7)
montre que les milieux de base de HELLER (1953) et de GRESSHOFF et Doy (1972)
{GD) ont permis d’obtenir un taux moyen de 4 bourgeons, dont 2 utilisables (NBU),
par cycle de 4 semaines. Par contre, le milieu MURASHIGE et SKOOG ( 1962) avec V2
NOj3 (MS %2 NO7) ne produit qu’en moyenne 2 bourgeons (dont 1 NBU) pour la méme
durée de culture. 1l en est de méme pour le milieu de MCCOwN (1980) (WPM), qui est
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Fig. 7: Influence des milieux minéraux de base sur le vaux de développement des explants
initiaux. NTB: nombre total de bourgeons développés; NBU: nombre de bourgeons ulilisables.

d’aillewrs reconnu comme le milieu favorable a la multiplication des especes ligneuses.
Concernant le comportement des nouveaux bourgeons développés sur ces milieux de
culture respectifs, il apparait que le milieu MS 2 NO7 favorise le phénoméne de né-
crose du bourgeon apical, responsable de 1a mort des explants au cours des subcultures.
Les bourgeons cultivés sur le milieu de HELLER, malgré leur taux de prolifération plus
grand, présentent des signes de vitrification et de chlorose prononcée. Cette observa-
tion confirme les résultats des travaux de VIEITEZ et al. (1983) et de MULLINS (1987).
Pour le miliew GD, on note une croissance satisfaisante de bourgeons (fig. 8) sans symp-
tome de vitrification, mais accompagnée parfois d’un cal i la base des explants. Toute-
fois, le développement de nouveaux bourgeons ne semble pas étre géné par la présence
de celui-ci. Aussi avons-nous retenu ce milieu minéral pour la suite des travaux de
multiplication.

Variabilité clonale

La capacité de prolifération des clones de chataignier établis in vitro a été comparée sur
milieu GD, considéré dans nos conditions-d’expérimentation, comme le meilleur.

Les premiers résultats relatifs a la capacité de développement de nouveaux bourge-
ons sur nos clones de chitaignier sélectionnés (1071, K-5526, 6259 et Verdesa) sont illu-
strés par la figure 9. On constate, aprés six cycles de multiplication, une différence
importante concernant le taux moyen de développement des explants obtenu sur les
clones expérimentés. Selon le génotype cultivé, ce taux de développement peut varier
du simple (clone K- 5526} au double (clone 6259). VIEITEZ et VIEITEZ (1982/1983) ont
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aussi remarqué cette variabilité clonale indifféremment sur les deux types de matériel
végétal jeune et adulte. Ces auteurs suggérent par la suite que des différences variétales
a labase des génotypes pourraient étre al’origine de différents comportements morpho-
génétiques manifestés in vitro.

Conclusions

A lasuite de nombrenx essats concerhant les phases d*établissement et de multiplication

in vitro des clones de chitaignier suisses sélectionnés, on constate quc:

- P'installation des explants initiaux constitués d’apex de bourgcons débourrés en serre
a brouiflard sec (fog system), en association avec des traitements anticryptogamiques
(Benlate® 1%) et d’un antibiotique (Pénicilline G 100 mg/l), permet de réduire de
mianiére importante les risques d’infection par des microorganismes;

- le maintien des explants fraichement installés sur un milien enrichi de 8-HQS cantri-
bue aussi 2 empécher le développement des agents pathogénes & un seunil supporta-
ble,

- le débourrement en conditions de serre avec apport de lumiére s’avére étre favorable
a la reprise de croissance des explants initiaux;

— les explants provenant de la partie proximale de 1a pousse fenillée sont, en général,
plus productifs que ceux qui sont développés dans fa partie distale;

- les sels minéraux de base de GRESSHOFF et DOY (1972) sembient convenir au déve-
loppement de nouvelles pousses ne présentant pas de symptéme de vitrification ou
de chlorose; '

- le caractére génotypique du matériel végétal expérimenté dans ces essais peut égale-
ment jouer un réle important dans 'aptitude i former de nouveaux bourgeons et doit
&tre pris en considération lors du processus de micropropagation.
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SUMMARY

«In vitro propagafion of chesfnuf { Casfanea sativa Mill.).
1. Esfablishwmenf and in vifro propagafion»

A technique Tor in vitro propagating selected clones of chestnut in Switzerland is described.
The importance of the mode of preparation and the cheice of the explant on the rate of in vitro
establishment were shown. The composition of culture media with respect te the genctypes can
play a role in the development of a technique for rapid micropropagation.

ZUSAMMENFASSUNG

«In vifro Vermehrung des Kastanienbaums (Castanea safiva Mill.).
L. Etablierung und in vifro Vermehrung»

Eine Methode zur in vitro Vermehrung fiir Selektion Kastanien in der Schweiz wird be-
schrieben. Die Bedentung der Vorbereitung und der Wahl der Explantate fiir die Etablierungs-
erfolgrate wird beschrieben. Die Zusammensetzung der Nahrlésung im Vergleich zur Geno-
type spielt auch eine grosse Rolle in der Entwicklung einer Methode zur raschen Massen-
vermehrung,
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Tubérisation in vitro de la pomme de terre cultivée

(Solanum tuberosum L. var. Bintje)
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Résumé

Des explants de nceuds (mini-
boutures) de pomme de terre (cv.
Bintje} cultivés sur un milisu de
base CMS (CoLLET, 1985), en
présence de 8% de saccharose
et de différentes concentrations
de benzyladéning (BA), ont éié
testés pour leur capacité de tu-
bériser i vitro, linfluence du
type de support de culture et de
la photopériode sur la tubérisa-
tion a été également examinée.

Introduction

L'utilisation de minitubercules produits
in vitro se révéle actuellement étre I'un
des moyens pratiques et efficaces pour
la propagation de matériel de base et
Ia conservation des variétés de pomme
de terre cultivées aprés assainissement
(WanG et Hu, 1982; CHANDRA et al.,
1988; L& et CoLLET, 1985, 1988).

Les conditions de I’environnement de
culture qui caractérisent I’aptitude a la
tubérisation in vitro ont &€ ainsi exa-
minées par plusieurs autenrs (PALMER
et SMITH, 1969; Lo et al,, 1972; Hus-
SEY et STACEY, 1984; Tovar et al,
1985), cela pour de nombreux géno-
types (LENTINI et EARLE, 1991).

Dans ‘un premier article (LE, 1990),
nous avons montré que la tubénsation
it vitro des miniboutures de pomime de

Ravue sulsss Agric. 25 (B 365-367, 1993

terre de la variété Agria a é rendue
possible par un contrble précis des exi-
gences €nergétiques et du type de régu-
lateur de croissance entrant dans la
composition des milieux de colture.

Dans le présent travail, nous présen-
tons un autre essai oi I'on examine di-
vers parametres portant sur I'influence
du type de support de culture, la teneur
en régulateurs de croissance ainsi que
sur celle de la lumitre sur la capacité
de tubériser des miniboutures in vitro.

Techniques
expérimentales

Matériel végétal

Des miniplantes de la variété de
pomme de terre Bintje cultivées in
vitro selon 1a technique décrite aupara-
vant (L&, 1991) sont utilisées dans cette
émde.

Milieux de culture

Les explants (ou miniboutures) préle-
vés sur la miniplante in vitro, compor-
tant chacun un bourgeon axillaire, sont
cultivés sur un milieu de base CMS
(CoLLET, 1985). A ce milieu sont ajou-
tés 1,0 mg/l de thiamine, 0,5 mg/l de
pyridoxine, 0,5 mg/l d’acide mcoti-
nique, 100 mg/l de myo-inositol et di-
verses concentrations de benzyladénine

(BA) aliant de 11,1 pm & 44,4 pM. Le

saccharose est apporté a la concentra-

tion de 8%, qui, selon les résultats ob-

tenus anparavant avec la variété Agria

(LE, 1990), nous a donné une meillenre

tubérisation.

Pour la comparaison des types de sup-

port de culture, les explants sont culti-

vés, 4 ’obscurité, sur les trois milienx

suivants:

- milieu liguide statique;

- milieu liquide agité (60 tours/min.);

— milien solidifié avec 0,7% d’Agar
(Difco-Bacto- Agar).

Le pH est ajusté a 5,7 avec du NaOH i

(0,1 N avant I'autoclavage.

Les milienx sont stérilisés a I’ autoclave

pendant 15 minutes & 121 *C (1,1 kg/

cm? de pression).

Conditions de cuiture

Afin de déterminer si la Jwmiére peut
infloencer la capacité de tubériser des
miniboutures, une partie des cultures
sont placées dans une chambre de
croissance dont la photopériode est de
8 heures par cycle de 24 heures, le res-
tant est maintenu 4 1'obscurité pour
tows les essais.

L’éclairement, dont I'intensité lumi-
neuse est de 35 pwmole/m?¥sec an mi-
veau des cultures, est fourni par des
tbes fluorescents de 40 W (type
MazdafAviva TFRS 65/AV]).

La température est de 20 % 1 °C le jour
et 18 £ ] °C la nuit, cela pendant toute
la période de I'essai.
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Fig. 3. Influence de la lumigre sur la tubérisation in vitro des miniboutures de pomme de

lerre (cv. Bintje).

tion d’eau dans I’environnement de
culture (SLIMMON e1 al., 1989), repré-
sente, par conséquent, une perte non
négligeable des microtubercules aprés
la récolte.

Influence de la photopériode

L’apport d’une période de lumigre au
cours de la culwre n'améliore pas la
capacité de tubériser chez les minibou-
tures de pomme de terre Bintje culti-
vées in vitro. En effet, aucune différen-
ce significative n’apparait si I'on com-
pare les taux de tubérisation obtenus
entre les explants maintenus a "obscu-
rité et cenx qui sont cultivés avec un
.‘égime d’éclairement de 8 hijour

(fig. 3). Néanmoins, on note que la
croissance des explants dure longtemps
et que les minitubercules éclairés ver-
dissent rapidement en comparaison
avec ceux qui sont maintenus A 1'obs-
curité totale. Par ailleurs, 1’endroit ol
se développent les minitwbercules est
également influencé, dans nos condi-
tions de culture, par la lumiere. En

effet, on observe plus de 60% de tber-
cules formés dans le milieu nuwitif (w-
bérisation immergée) lorsqu’on ap-
plique aux cultures une période d’éclai-
rement; alors que la plupart des ex-
plants (80%) maintenus a 1’obscurité
totale tubérisent a I'extérieur du milien
de culture (tobérisation émergée)
(fiz. 3). Suimmon e al. (1989) ot
aussi rapporté des réactions compa-
rables sur les quatre génotypes Red
Pontiac, Shepody, Kernebec et Yukon
Gold en présence d’une photopériade.

Conclusion

Au terme des essais, nous constatons
que la tubérisation in vitro des mini-
boutures de pomme de terre (cv. Bint-
je) est favorisée par un appert impor-
tant en énergie (8% de saccharose) et
une teneur suffisante en benzyladénine
(BA). En revanche, aucune différence
significative n’a été démontrée lorsque
les explants sont maintenus sur un sup-

port de culture solidifié par de I’Agar
ou en milieu liquide agit. Une photo-
période de 8 heures ne permet pas
d’augmenter le taux de tubérisation,
mais accroit l1a tubérisation immergée
défavorable.

Remerciements

Nous remercions M. D. THOMAS pour
son aide technique A la réalisation de
cette étude.

Bibliographie

CHanDrA R., Dobps ). H. and Tovar P, 1988, fu
vifre 1uberization in potaie (Solanmun tubero-
sum L.). Newsletter, International Aszociation
Jor Plant Tissue Culture 55, 10-20.

Couer G. F., 1985, Enracinemeni amélioré lors
de la production in vitre de rosiers. Revue
suisse Vitic., Arboric., Hortic. 17 {4}, 259-
263.

Hussey G. and Stacey N. 1., 1984, Faclors af-
fecting the formation of in vitro tubers of po-
tato (Solanum tuberosum L.). Ann. Bot. 53,
565-578.

L& C. L., 199). Facteurs influengan ta nubérisa-
lien in vitro des microboulures de pamme de
terve (Sefanum tuberosiin L. var Agna).
Revue suisse Agric. 22(2), 115-116.

LEC. L., 1991. Aspects pratiques de la micropro-
pagation de 1a pomme de terre (Solauum fir-
gegosum. L.). Revue suisse Agric. 23 (6), 357-

58.

L& C. L. et CoLLeT G. F, 1983, Assainissement
de la variété de pomme de tee Sangema.
Méthode combinanl ia thermothérapie in
vitro et la cullure de mérisiémes. Premiers ré-
sultats. Revue swisse Agric. 17 (4), 221.225,

L& C. L. et CoLLer G. F, 1988. Conservation i
vitro de I'assortiment suisse des variéiés de
pomme de terre. Reviee suisse Agric. 20 (5),
277-281.

Lenmivg Z. and EarLe E. D, 1991, In vitro tube-
nization of polate clones from different malu-
vily groups. Plams Celf Reports 9, 691-695.

Lo F. M., Jrvine B. R. and BarRker W. G., 1972,
In vitro tuberization of the common potato
{Solanum tuberosum) is nol a response o the
gsmolic concentration of the mediom. Cana-
dian Journal of Botany 50, 603-605.

PaLmer C. E. and Smimn Q. E., 1969, Cylokining
and wber initiation in the potale Solanum
tuberosurm L. Nawre 221, 279-280.

Summon T., Souza Machapd V. and Corrn R.,
1989. The effect of light on in vifro microlu-
berization of potato coltivars. Am. Poare J.
66, 843-348.

Tovar P, ESTRADA R., SCHILDE-RENTSCHLER L.
and Doobs 1. H., 1985, Induction and use of in
vitre potato ubers. CIP Circutar 13 (4}, 1-5.

WanGg P 1. and Hu C. Y., 1982, {u vitro mass 1o-
berizalion and virus-free seed-potato produc-
tion m Taiwan. Am. Potaie J. 59, 33-37.

Summary

num tuberosum L. var. Bintje)

In vitro Tuberization of commonly grown potato {Sola-

Single-node explants (minicuttings) of potato cultivar Bintje
cultured an CMS basal medium (CoLLET, 1985), supplemented
with 8% saccharose and various levels of benzyladenine (BA),
were tested for their capacity of tuberization in vitro. The in-
"Auence of the types of culture medium as well as the photo-
_period on The tuberization were also considered.

Zusammenfaasung

in vitro-Knollenbildung von Kartoffel {(Sofanum tubero-
sum L. var. Bintje)

Achselknospen (Ministecklingen) der Karoffelsorte Bintje
wurden auf ein CMS basal-Nihrmedium (CoLLET, 1983),
welches 8% Saccharose und verschiedenen Konzentrationen
der BA enthiilh, kultiviert, um die i vitro-Knollenbildungs-Ka-
pazitiit zu bewirken. Die Wirkung von verschiedenen Kulturun-
terlagen und Photoperioden auf die Knollenbildungs-Kapazitit
wurden auch unlersucht.
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cullure traditionnel,

Réaumé

On décril dans cet arlicle une technique de propagation du lisianthus
(Eustorna grandifforurn) en conditions de culture siériles. Des extrémilés
de tige d'Eustoma en croissance aclive ont é1é placées sur un milieu
agarisé renfermant les sels minéraux de base de MURASHIGE et SKOOG
(1962), additionné de 4,44 pM de benzyladénine (BA) et de 0,5 uM
d'acide a-naphthylacélique (ANA) pour favoriser le développement de
nouveaux bourgeons. La formation des racines a é1é réalisée en traitant
les microboutures avec 2,5 UM d'acide a-naphthylacétique. Des planies
enracinges oni ainsi été accliimatées avec succeés sur un substrat de

Introduction

Eustoma grandifforum (Gentianacées),
cultivée sons le nom de Lisianthus rus-
sellianus (NICHOLSON, 1938), est nne
espéce annuelle herbacée originaire des
Etats-Unis d’Amérigue. Elle s’installe
principalement dans les prairies hu-
mides s’élendant du Nebragka an Colo-
rado, ainsi quan Texas (HALEvy et
KorraNek, 1984). Actuellement, elle
présente un grand intéréc en floricultu-
re, notamment en tant que fleurs cou-
pées et plantes fleuries en pots pour les
marchés régionanx (HALEVY et KOFRA-
NEK, 1984, Rgst, 1992). Les argu-
ments avancés en faveur de la culture
de cette nouvelle espéce florale sont
multiples:

— haut rendement;

— coloris plaisants;

— cnltivable hors sol (REIST, 1992).
Toutefois, la multiplication par voie

Revug sulsso Vitic. Arboric, Horlic, Vol, 26 (2]: 133-136, 1984

conventionnelle des hybrides nouvelle-
ment sélectionnés se heurte a la diffi-
culté d’vne longpe période de prépara-
tion de plantons de base qui, dans le
contexte actuel, ne pevt guére satisfaire
les demandes grandissantes du marché
floral. Par conséquend, la micropropa-
gation in vitro représente, pour 1’heure,
une alternative avantageuse permettant
d’obtenir rapidement dv matériel de
base conforme, nécessaire & la produc-
tion de cette nouvelle espeéce florale
(SEMENIUK et GRIESBACH, 1987).

L’ objectif de ce travail est de détermi-
ner, chez FEustoma, les conditions de
culture favonsant la croissance et le
développement in vitro de jeunes
plants afin de meture au point un proto-
cole de production pour cette espeéce.
Ce travail a été réalisé dans le cadre
d’une collaboration entre le service de
biologie végétale (grovpe culture in
vitro) de Changins et le service d’horti-
culture génrérale 4 Conthey.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans nos es-
sai§ consiste en plantes-meéres {cv. Sa-
kata Yodel blue) cuitivées en serre av
centre d’arboriculture et d’horticulture
des Fongéres (Conthey}.

Praparation des explants

Des extrémités de jeunes pousses, ap-
pelées explants, de 1 4 2 cm de lon-
gueur, ont & prélevées et leur extrémi-
té coupée a éié obturée 2 la paraffine.

Désinfection

La désinfection du matériel végétal
ainst préparé s’effectue aprés un bref
passage dans une solution de Teepol
utilisé comme mouillant, par un trem-
page dans une sclution d’hypochlorite
de sodium & 0,8%, pendant 15 minutes.
Puis, aprés un ringage i 1’eau stérile, il
est transféré dans une solution de
Kohrsolin® {Glutaraldéhyde, N,N’-bis-
(hydroxyméthyle) Urée (Bode & Co.,
Hambourg) & 3%, pendant 20 minutes.
Ensuite, 11 est lavé 3 & 4 fois & 'eau
stérile, avant de sécher sur une feuille
de papier filtre stérile,

Etablissement in vitro

Les explants sont rafraichis, aprés
désinfection, a environ 1 cm de lon-
gueur et placés sur un milieu de base
MS (MURASHIGE et SK0oG, 1962) mo-
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difié. A ce milieu sont ajoutés 1,0 mg/l
de thiamine, 0,5 mg/l de pyridoxine,
0,5 mgfl d’acide nicotinique, 100 mg/l
de myo-inositol, 0,1 mg/l d’acide o-
naphthylacétique (ANA), 1,0 mg/l de
benzyladénine (BA), et 3% de saccha-
rose.

Afin d’éviter I'altération du milieu nu-
tritif provoquée par I'oxydation des
métabolites secondaires libérés lors de
la préparation des explants initiaux, les
cultures sont maintenues & I'obscurité
totale pendant les trois premiers jours
suivant I'établissement.

Prolifération in vitro

Dans le but d'induire la prolifération
de nouvelles pousses, les explants sont
transférés, aprés un mois en établisse-
ment in vitro, sur un milieu de base M$
modifié renfermant différentes combi-
naisons de régulatenrs de croissance
(tabl. 1 et 2).

Enracinement in vitro

Pour Iinduction de I’enracinement, les
jeunes pousses sont séparées des touf-
fettes et placées individuellement sur
un milien minéral de base MS, dont la
concentration en macroéléments est
réduite de moitié, contenant diverses
concentrations d’acide o-naphthylacé-
tique (ANA) (fig. 2).

Conditions de culture

Sauf indications spéciales, les explants
sont cultvés dans des tubes de verre
DURAN® (25 x 150 mm), contenant
chacun 15 ml de milieu approprié aux
différentes phases de développement.
Le pH des milieux de culture est ajusté
& 5,7 avec du NaOH 0,1 N et les mi-
lieux sont solidifiés avec 0,7% d’agar
(Difco Bacto-Agar) avant I’autoclava-
ge (121 °C, 1,1 kg/cm? de pression)
pendant 15 minutes,

Les cultures sont maintenues dans un
environnement climatique 4 la tempé-
rature de 23 +1°C de jour et de
18 %1 °C de nuit, et sont éclairées pen-
dant 16 heures par cycle de 24 heures.
L'éclairement dont l'intensité est de
35 umol m~2 s-! au niveau des tubes de
culture est fourni par des (ubes fluores-
cents (Mazda AVIVA TFRS 65/AVI).
L'humidité relative a &€ maintenue
a4 55-60% dans I'environnement de
culture.

L'évaluation de diverses combinaisons
de régulateurs de croissance est réali-
sée sur la base de 20 explants par trai-
tement. L'expérience a éé répétée au
moins trois fois,
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Tableau 1. Influence de diverses cytokinines sur la prolifération des nouveaux

bourgeons chez Eustoma granditiorum.

Reégulateurs de croissance [uM] Nombre de poussesfaxplani! Formation de cals?
Témoin [0 0,50 + 0,03d -
Kinétine [4,65} 1,58 £ 0,46¢ ++
ANA [0,53)

BA [4,44] 302+042a ++
ANA [0,53] .

Zéatine [2,85] 2,62 + 0,43ab +4+
ANA [0,53]

2iF [4,92] 2,35 £ 0,40ab +++
ANA [0,53]

*Les valeurs suivies d'una méma latira ne sonl pas significativemanl diférantes {p = 0,05).
2La nambre da signes + indiqua l'intensilé relalive da la formation du cal (—: aucun; +: taibla; ++: moyen; +++: fort).

Sevrage

Aprés une période d’acclimatation de
48 4 72 heures, durée pendant laquelle
les jeunes plantes d'Eustoma sont ra-
menées progressivement d’une atmo-
sphere satiréde d’humidité & un envi-
ronpement normal de culiure, les
plantes racinées in vitro sont retirées
des tubes et repiquées sur un substrat
horticele traditionnel composé de terre
franche, de Perlite et de terreaun ASB®
(1:1:1) pour poursuivre leur croissan-
ce et développement ultérieurement.

Résultats et discussion

Désinfection

Les infections bactériennes et fon-
giques apparues sur des explants frai-
chement installés représentent une des
difficultés majeures lors de I’établisse-
ment {n vitre, aussi I’obtention de ma-
tériel sain semble-t-elle étre vitale pour
la réussite de la culture en axénic
(YEOMAN et MACLEOD, 1977). Avec le
procédé de désinfection mentionné

plus haut, seulement 5% des explants
sont contaminés par des micro-orga-
nismes. Dans le cas présent, 'infection
observée sur la plupart des explants
initiaux est provoquée par des bactéries.

Etablissement in vitro

L'initiation de la croissance des ex-
plants initiaux dépend principalement,
dans nos conditions d’expérimentation,
de I’équilibre phytorégulateur entrant
dans la composition du milieu nutritif.
Aussi, I'installation in vitro du matériel
végétal selon le procédé mentionné
plus haut (cf. Matérie! et méthodes)
nous a permis d’obtenir sans trop de
difficulté plus de 95% d’explants ini-
tiaux ayant repris leur croissance sur
"ensemble des cultures.

Multiplication in vitro

& Influence des cytokinines

Lorsque les pousses atteignent une
taille de 1 cm environ, elles sont trans-
férées sur différents milieux dont la
nature des cytokinines est modifiée.
Comme le montre le tableau 1, on dé-

Tableau 2. Influence de diftérents types d'auxine sur le développement des nou-
vealx bourgeons chez Eustoma grandifiorum,

Régulataurs da croissance [ubA Nombre da poussesfexplantt Formation de cals?2
Témoin  [0] 1,37 £ 0,12¢ -
BA [4,44] 1,70 £ 0,26bc ++
AlA [0,57] 4,25 * 0,56a ++
BA [4,44]

AlB [0.50] 2,121 0,37b ++

BA (4,44)

ANA  [0,53] 4,73+0,88a ++

BA [4,44])

24D [0,45) 0,15 £ 0,05d +++
BA [4,44)

ANA [6,53] 0,36 £ 0,07d A+

*Les valeurs suivies duna méma iatire ne sonl pas significativament différentes {p = 6,05).
2Le nombre da signas + Indlqua l'intansité relative de la formalicn du cal (—: aucun; +: faibla; ++: mayen; +++: for}.
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Apport de I’électrophorése dans I'identification
des variétés de pomme de terre cultivées en Suisse

C. L. LE!, Station fédérale de recherches agronomigues de Changins, CH-1260 Nyon

Résumé

L'analyse électrophorétique des
varietés de pomme de terre de
I'assartiment suisse, cultivées in
vilro, par isoélectrofocalisation
{IEF} des systdmes peroxydases
et estérases, permet d'cbienir
des profits  électrophorétiques
caractéristiques, qui sont utiles a
lidentification variétale.

Introduction

L'analyse électrophorétique® des sys-
témes isoenzymatiques* se révele ac-
tuellement étre I’un des moyens impor-
tants pour caractériser les populations
végétales (TANKSLEY et ORTON, 1983),
Dans la pratique, I'utilisation des ca-
racteres morphologiques et agrono-
miques, qui sont souvent influencés par
les conditions environnementales pro-
voquant des variations phénotypiques
(PoNTIKIS et al., 1980), ne donne pas
satisfaction (BAILEY, 1983). Par consé-
quent, il est important de disposer de
marqueurs fiables qui  permettent
d’identifier sans ambiguité les variétés
de plantes cnltivées. Les isozymes*
sont & cet égard des marqueurs biochi-
miques de choix (MCORE et COLLINS,
1983) contribuant 2 I'évaluation de la
diversité génétique du monde végétal,
A la cartographie génétique des popula-
tions, a I'identification des génotypes,
a Pentretien des ressources génétiques

! Avec la collaboration technique de M. D.
Thomas.

* Les mots suivis d'un asiérisque sont défi-
nis dans te lexique encadré.

Favue Bulsse Agrc. 26 (6): 373-379, 1954

et a I'amélioration des plantes (SiMp-
SON et WITHERS, 1986; PEREZ de la
VEGa, 1983).

Appliquées dans le domaine du mar-
quage génétique, les isozymes ont
connu un essor considérable, notam-
ment dans V'identification des variétés
de plantes cultivées (ALMGARD et CLAP-
HAM, 1975; PoNTIKIS ef al, 1980; LEE
et ELLSTRAND, 1987, COLLET et al,
1991; MANGANARIS et ALSTON, 1993;
PROTOPAPADAKIS et Y ANNITSAROS, 1994).
Dans ce travail, nons rapportons les
résultats d'analyses électrophorétiques
des systémes isoenzymatiques peroxy-

dases* et estérases® obtenus sur les va-
riétés de pomme de terre cultivées en
Suisse, dans le but d’éablir 1'identité
de celles-ci.

Matériel et techniques

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans notre
étude comporte principalement des va-
riétés de pommes de terre de i’ assorti-
ment suisse (REUST, 1993) cultivées in
vifro selon LE {1991). Ce matériel est
assuré indemne de viroses, d’aprés les

point isoélectrique (pl).

Lexique

Aliquotes: fractions égales d'une solution ou d’un extrait de plante.

Electrophorase: méthade d’analyse basée sur le déplacement différen-
tiel de particules chargées sous l'influence d'un champ électrique, dont
une application est I'isoélectrofacalisation.

Estérsses: enzymes catalysant des réactians d’hydrolyse.
Exons: séqu'ences ou régions actives dans I'expression d'un géne.

leoélectrofocalisstion: méthade de migration des pratéines en fanction
de leurs points iscélectriques. Au paint isoélectrique, les molécules de
protéines placées dans un champ électrique sont neutres; elles focali-
sent & I'endrait au fe pH est égal & leur propre pHi,

Isoenzymes (isozymes): différentes farmes moléculaires d'une méme
enzyme possédant des fonctions identiques.

Peroxydases: enzymes doni la fonction primaire est 'oxydalion des
molécules aux dépens du peroxyde d'hydrogéne.

pHi: il existe, pour chague pratéine, un pH défini auquel la somme des
charges positives et négatives est égale & zéra. Ce pH est appelé le

Zymogramme: profil constitué d'un ensemble de bandes (ou isoenzy-
mes) obtenues aprés chagque révélation enzymaticue.
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cherche d’autres syslémes enzymati-
ques représentatifs, en vue d’augmenter
les possibilités de distinction entre les
différents cultivars, s*avére indispensa-
ble lorsqu*on doit identifier un nombre
important de variéiés de pomme de
terre, En outre, I'utilisation du matériel
végétal cultivé in vitro, en I occurrence
du tissu foliaire, offre également une
altemative avantageuse, permetiant d’évi-
(er lous les effets perturbateurs liés 3 1a
présence éventuelle de pathogénes lors
d’électrophorése sur des tubercules.
Certes, 1'avantage d’une identification
variétale utilisant les isoenzymes com-
me marqueurs biochimiques est indé-
niable, d’autant plus que les enzymes
sont des produits générés directement
par le génome. Mais les isoenzymes ne
représentent ict qu'une source limitée
de marquewrs correspondant a I’expres-
ston des exons®, Par conséquent, d’au-
tres types de marquewrs tels que la
RELP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ou les RAPDs (Ran-
domly Amplified Polymorphic DNAs)
qui permettent d’accéder effectivement
an génome entier, constituent ainsi une
source infinie de marqueurs beaucoup
plus nombreux que les isoenzymes.
Aussi, des travaux d’identification por-
tant sur ces techniques, en complément
aux isoenzymes, sont en cours de réali-
sation et feront 1'objet d’un prochain
article.
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Zusammenfassung

Beitrag der Elektrophorese zur
identifizierung schwelzer Kartoffel-
sorten

Durch electrophoretische Analyse von
in witro kulivierten schweizer Kartof-
feln  durch lso-electrofokalisierung
{IEF) der Peroxydase- und Esterase-
systeme erzielt man charakteristische
electrophoretische Profile, die fiir die
Sortemdentifizierung niitzlich sind.

Summary

Contribution of electrophoresis to
identify potato varieties cultivated
in Switzerland

Electrophoretic analysis of in vitro va-
rieties of potatoes cultvated in Switzer-
land, using iscelectric focusing (1EF)
separatons of Peroxydase and Esterase
systems, permits (o obtain characteris-
tic electrophorelic banding patterns
vseful for variety idendfication,
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TRITICALE d'AUTOMNE

Tridel

Obtenteur Station fédérale de recherches agronomiques de
Changins,
CH-1260 Nyon

Ascendance UT2229 / CT 138.77

Inscription sur la liste officielle 1994

Representant Fédération suisse des sélectionneurs

case postale 16
CH - 1567 Delley

I. Caractéres morphologiques 2. Caractéres agronomiques
Coloration des oreillettes: faible Rendement: élevé
Pilosité du col de l'épi. moyenne Résistance a la verse:  bonne
Logueur du bec de glume petit Précocité a l'épiaison: mi-précoce
Pilosité de la face externe de la gume:  nulle Poids de 1000 grains: moyen
Coudewr de I'épi a maturité blanc Hauteyr des plantes:  moyenne

Rendement au triage. bon

3. Caractéres technologiques 4. Résistances .
Poids a l'hectolitre bon Oidium: trés bonne
Teneur en protéine: moyenne Rouille jaune: bonne
Rouille brune: trés bonne
Piétin verse: moyenne
[ Tridel est un triticale & automne de la Station fédérale de Changins. Comparé aux variétés Méridal et Brio, Tridel
fournit un rendement élevé et une bonne résistance 4 la verse. De précocité moyenne, Tridel est court de paille
{environ 110 ¢m). Son poids de 1000 grains ainsi que son poids & 1'hectolitre sont assez semblables 4 ceux des
témoins Dagro et Méridal. Tridel posséde également un haut niveau de résistance aux maladies cryptogamiques.
Rendement (28 essais de 1991 i 1993)
. Rendement relatif
Variétés N
1991 1992 1993 1991 4 1993
Témoin (Brio/Méridal) | 100,0 (= 75,5 gq/ha) | 100,0 (= 72,3 q/ha) | 100,0 (= 82,9 gq/ha) | 100,0 (= 76,7 q/ha)
Brio 102,2 102,1 101,8 102,1
Meéridal 97.8 97,9 98,2 97,9
Dagro 103,9 99,6 98,8 101,9 .
Tride] 1091 1053 1022 106.8 |
Caractéres agronomiques
. Résistance Hauteur Epiaison Rendement Poids de Poids & I’ Aspect Teneur en
Variétés ala verse des plantes | ) au iriage 1000 grains hectolitre du grain R]rotéme
note cm +/- jours % g kg note IR, %
Brio 15 118,4 0,4 92,7 383 69,8 42 12,1
Méridal 1,2 109,1 0.4 87,1 424 67,1 4,5 1.7
Dagro I8 1291 1,7 91,6 42,5 68,5 4,6 12,1
Tridel 1,2 110,8 0,9 93,6 42,3 68,7 4.4 11,7
Résistance aux maladies
Résistances 1) Indice 2) Eta
Variétés ; o . - ; sanitaire du
étar apres hiver rouille jaune rouille brune e 13i|‘|||gse sepéggose feuillage
Brio 1.9 22 1.2 103,7 1054 3.9
Meéridal 2,0 2,0 1,0 86,1 91,3 3.4
Dagro 24 2,0 1.2 1021 1139 42
Tridel 2,0 1,7 1,0 102,5 100,6 32

1) Note : | = trés bonng; 9 = trés mauvaise 2) Indice = plus le chiffre est bas, plus la résistance est grande
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Comparison of the easy-to-root Jork 9 and Cepiland and
the difficult-to-root EMLA 9 and Lancep Malus M9
rootstocks in vitro

G.F. Collet, L. Nowbuth, C.L. Lé

Station fédérale de recherches agronomiques de Changins,1260 Nyon, Switzerland.

Abstract: We compared the initiation of rooting in various Matus rootstocks (easy/difficuli-to-root), Rooting
depended on the amount of IA A taken up (time by concentration), We tentativeiy idenlified the ceils from which roots

originate,

1. Introduction

Rooting of cuttings is an essential stage for the vegeta-
tive reproduction of plants. Important differences in the
ability to produce adventitious roots exist between cultivars
of a single species. Physiological and histological com-
parison of M9 rootstocks lead to a better understanding of
the rooting process (Charlton, 1991; Zhou er al., 1992).

2. Material and Methods

Plant material

Malus M9 rootstocks from different groups (grp) with
|_respect to their isozyme patterns (isoperoxidases and
oesterases) (Table 1) (Menendez et al., 1986), i.e. the
" easy-to-root Jork 9 (Lisse) (grp 3): (J9) and Cepiland
(INRA) {(grp 2): (CEPI) and the difficult-to-roor: EMLA9
(East-Mailing)(grp 1): (UK) and Lancep (INRA) (grp 2):

(LANQ), were cultivated in vitro.

Preparation of plant material in vitro (vitrocuttings as
well as stem slices), pretreatment with auxin and rooting
were after Collet (1985, 1988) and-Van der Krieken er al.
(1993). One-mm-thick slices provided the most regular
result (better than 0.7 mm) after immersion in aqueous
solution of 0.3; 1 or 3mM 1AA for 10 to 40 min. Slices (60)
were set on CMS medium (Collet, 1985) for 3 weeks in
normal photo-thermoperiod (16 h/39 mMol/m?/s; at 23/
18°C), with the first 3 days in the dark.

This research was supported in part by the COST 87 action.
Received for publication 26 October 1993

Table 1 - 1dentified types-M9's rootstocks by isoperoxidases and isoesterases
patterns. 7 groups can be proposed. Exiraction, electrophoresis (1EF),
revelation and activities by usval techniques (Menendez er al., 1966)

Country of

Name Abbreviation Origin Source Groups
KL29 5364 {KL) 5364 Belgium Gembloux 1
KL29 (KL) 856 B " 1
8912 856
KL29 8750 (KL) 8750 B “ 1
KL29 (KL) 302 B “ 1
8905.802
EMLA9 UK (153) England East-Malling 1
EMLA 8504 (EMLAY) 516 Switzerland RAC 1
(516) {CH-RAC)

EMLAD Burgmer Germany RAC )
Buramet
EMLA9 8912 {(EMLA9) 553 Switzerland RAC 1
(553) (CH-RAC)
Cl.2 CTIFL CL2 France - 1
Cl. 3 CTIFL. CL3 F " |
LANCEP LANC France CTIFL )
CEPILAND CEPI F CTIFL 2N
JORK9-NDL JO9NL Germany COWT 3
JORK9-Lisse  J9Li D COWT 3
JORK® 8537 J9Rac(8537) D RAC 3
JORK9 8904  )-9Rac(89d) D RAC 3
Mac 9 Mac 9 USA Sud Meristem 4
Budakowski Buda Poland RAC 5
57490
B2234 (BO13) 2234 (B3) Belgivm Gembloux 6
EMLAY COST COST Belgiom Gembloux 7
Golden Gold USA RAC 7
deficious

Histological study

Stem slices were fixed in formalin-acetic acid-alcohol
(FAA) solution. After washes in deionized water and
gradual dehydration in ethanol, samples were infiltrated
with 50% activated HistoresinTM/ethanaol, then with 100%
activated Historesin™ (for 24 hr) and further embedded in
100% Historesin™ + hardener (Reichert-Jung Heidelberg).
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Samples were then cut at 1 or 2 um, stained with periodic
acid-Schiff reagent (PAS) and counter-stained with Fast
Green CFC in 7% acetic or Delafield’s haematoxylin or
acid fuchsin and methylene blue. They were mounted in
Eukitr and observed under microscope to study the devel-
opment of the meristem primordia,

3. Results and Discussion

The first approach was to compare the rooting of vitro
cuttings after 5 or 6 weeks of development in vitro. De-
pending on the auxin treatment (quick dip: from a few
minutes up to more than a week), we found great differ-
ences among the varions M9 rootstocks, even though they
are closely related (Table 1).

By scratching the bottom of the cuttings, rooting was
improved, especially the number of roots/explant (Collet,
unpublished). To simplify the model and eliminate the
possible role of buds and leaves, we used a modified ‘slice
technique’ after Van der Krieken ez al. (1993) to compare
different M9 rootstocks. We checked first the role of slice
position within the stem (Fig. 1). Only the difficult-to-root
EMLA 9 presented a lower percentage of rooting in slices
from the distal zone (closest to apex). Comparison of J9
and EMLA 9 showed varying sensitivity to auxin. Figure
2 shows that for both cultivars the optimum rooting condi-

-~

wrooting 7 T o i
. ! . o :
1uu/’| O i !
| .
i
80" |

1mm

ami [laA]

Fig. 1 - Different sensitivities to 1AA wreatment (Q,3; } and 3 mM) for Easy-
to-rool: Jork 9()9) and Difficult-to-root: EMLA 9 (UK). Nosignificant
diflerence (5%) between all )9's treatments, except for 3 mM/Dist.
Prox. = proximal; Med. = median; Dist. = distal {closest to apex),

7 RQOTING
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Fig. 2 - Rooting of Easy-to-root Jork 9(19) and Difficult-to~-reot EMLA 9(UK)
at different 1AA concentrations: 0,3; 1 or 3 mM; and duraiion of
treatment: 10, 20 or 40 min.
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tion 158 3 mM IA A for 10 min, and that similar values of a
concentration over time results in similar rooting. This fact
confirms the importance of a minimum quantity (thresh-
old) of auxin to trigger the initiation of competent cells.
Shifted to higher 1AA concentrations, EMLA 9 responds
similarly, but this cultivar seems more sensitive to high
concentrations of-auxin-than J9, as was-shown by the five-
fold greater necrosis at 3 mM JAA and by callus formation.
We also noted a tendency to increase the number of roots/
explant (slice) by increasing 1A A concentration, particu-
larly for EMLA 9 (Table 2).

Table 2 - Rooting efficiency (Nb. of reots/slice) 21 days after auxin treatment

{10 min)

[1AA] Cultivars 1 root 2 - 4 root > = 5 roats
o b
omM B 's% % r
TV T

L

Comparison between French rootstocks Cepiland and
Lancep confirms these results (data not shown). The easy-
to-root J9 and Cepiland evince an almost general rooting of
slices. The difficult-to-root EMLAS and Lancep devel-
oped only a few roots from all the slices (Lancep).

Table 3 shows differences in rooting between cultivars.
Noclear polarity appeared within these thin slices to direct
rooting. Roots sprout from both faces of the slices (Fig. 3,
photo 2). The lower percentage of rooting when slices were
placed flat instead of in a vertical position (faces perpen-
dicular to the surface of the medivm) can not be explained
by a possible polarity of the explant because of the pres-
ence of roots on both faces in all cultivars. The cause of low
rooting in the former situation could be a deficiency of
oxygen in cells facing the medium. This assumption is
supported by the complete inhibition of rooting wh
slices are completely immersed in the liquid medium an
added to the substrate 24 hr after treatment.

Table 3 - Distribution of roots, after JAA treatment a¢ 1mM/20 min, for M9-
types cultivars (Jork 9. EMLA 9; Cepiland; Lancep). d: days.
Percentage: means of rooting’s percemtage, 2 repetitions; number of
slicesftreatment: 60-120, SE: standard error

Percentage of rooting Distribution of
Cultiv Vertical (Face against  Horizontal {Faces foots upon
A% surface of medium)  perpendicular tasurface)  face's slice
f10d /144 21d /10d /14d f21d 1face 2faces
Jork 9 17 43 60 58 77 88 155/180 11/180
SE 1 9 04 4 19 16
EMLAS 13 26 27 31 47 56 79/180 23/180
SE 0.4 3 5 4 8 6
Cepiland 18 23 33 ¥» 55 67  TI80 24/150
SE 2 1 2 9 14 9
Lancep 2 6 8 7 21 30 47/180 3/180
SE 2 [ 7 7 5 8







Gravimorphism is present during the growth of new
roots (Fig. 3, photo 1).

Histological examination confirmed results already re-
ported for M26 and EMLA 9 (Zhou et al.,1992). Figure 3,
photo 3, shows a rapid development of primordia in slices
of easy-to-root J9 or Cepiland, starting at the level of
cambium-and usually between vascular groups. If pericycle
cellsare involved in the production of lateral roots (Charlton,
1991), similar cells (competence-cambium) seem to be at
the origin of the initiation of adventitious roots in the stem
(Fig. 3, photo 5). In contrast, the difficult-to-root (EMLA
9 (UK) and LANCEP) cultivars show multiplication of
cambial cells first (Fig. 3, photo 4), with the later appear-
ance of fewer meristemoids. In both cases, after a longer
time, new primordia are again produced (Fig. 3, photo 6).
They do not depend directly on the induction treatment
(exogenous JAA). However, auxin metabolism must be
considered in relation with the development of the explant.

4, Counclusion

To promote rooting at least two conditions are required:
1) Auxin (endogenous or exogenous) acts as a trigger to
start the rooting initiation process if its concentration
(quantity) in the competent cells is adequate; 2) Only
competent cells are able to respond to chemical signals
(auxins and other possible plant growth regulators): after
or during their multiplication, they can develop into root
primordia.
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Differences between easy-to-root and difficult-to-root
rootstocks concern the capacity to organise rapidly new
cells into primordia and not only division of cells after
induction by auxin.
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. Résumé

Introduction

biotechnologie végéiale, il existe
vsienrs techniques de régénération,
parmi lesquelles certaines peuvent in-
duire des modifications plus on moins
importantes de 1a morphologie des plan-
tes régénérées. Ce phénomene est déja
connu depuis longtemps sous le nom
de variations somaclonales (LARKIN et
ScowcRroFT, 1981). Celles-ci pourraient
étre 1a conséquence du processus de
régénération (PHILIPS et al, 1990) et
I’effet dn conditionnement de la culture
de tissps en miliev artificiel (KarP et
BrIGHT, 1985; KaRP, 1991). D’un cHté,
ces variations $Ont pergues comme une
source de variabilité intéressante pour
les productenrs désirant améliorer la
qualité des plantes (EvaNs et SHaRP,
1986; SHort, 1990), notamment pour
les especes dont la multiplication s’ef-
fectue par voie végétative (KHALID
et al., 1989); mais ces variations repré-
sentent également une difficulé ma-

Revus suisse Agric, 29 {31 143150, 1997
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Des plantes de pomme de terre cultivée {cvs, Bintje et Charlotte) sont ré-
générées /n vitro & partir de disques de tubercules. La formation de
bourgeons adventifs sur ces disques est fortement influencée par l'ori-
gine, ta taille, ainsi que par le génotype des explants. L'examen histolo-
gique montre que les foyers méristématiques sont initiés au niveau du
parenchyme vasculaire, notamment le tissu associé au phloéme, qui
s'organise pour donner naissance aux bourgeons adventifs. Les risques
d'obtenir des variations sur les plantes régénérées semblent étre liés &
Futilisation d'explants de la région corticale qui donnent naissance & un
cal précédant la formation de hourgeons adventifs. Ces variations, déce-
lables sur le plan biochimigue {isoenzymes) tors de modifications gros-
sigres, affeclent la morphologie de la plante, la structure du feuillage et le
comportement du tubercule au champ.

jevre lorsqu’on doit régénérer des plan-
tes dites comformes, en vue des tra-
vaux de transformation en génie géné-
tique (BrROwN, 1991).

Dans le domaine de la régénération de
la pomme de terre, de nombrenx tra-
vaux ont été réalisés avec la culture de
cals (WanNG et Huang, 1975; AHLOO-
waLla, 1982), de protoplastes (SHEPARD
et TOTTEN, 1977, BOKELMANN £t ROEST,
1983; HABERLACH et al, 1985), d’ex-
plants foliaires (ROEST et BOKELMANN,
1976; 1980), ou encore avec les tissus
de tubercule (Lam, 1977; JARRET ef ai.,
1980).

L'incidence dv mode de régénération
sur les performances agricoles a été
également examinée par RIETVELD et al.
(1991) et DALE et McC PARTLAN (1992).
L'objet de cette étude est de déterminer
I'existence des risques de modifica-
tions lors de la régénération de nove de
plantes de pomme de terre in vitro et
I'influence de celles-ci sur le plan
agronomique.

Le travail présenté ici a été réalisé dans
le cadre des actions Cosy 87 et CosT 822
visant & promouvoir ['utilisation des
nouvelles biotechnologies dans la pra-
tique agricole.

o Facteurs influengant
la régénération
de la pomme de terre

Les tubercules de pomme de terre (cv. Bintje
el Charlotte), ulilisés dans nos essais sont
récoltés au champ et leur dormance est
levée aprés un séjour en chambre froide
{environ +4 °C).

Ces 1ubercules sont désinfectés, aprés un
ringage & 'eau couranle, par un triple trem-
page, d’abord dans une selution d’hypo-
chlorite de sodium 2 1% pendant vingt mi-
nules. Puis, aprés un bref ringage A 1'eau
stérile, ils sont wransférés dans une solution
de Kohrsolin® (Glutaraldéhyde, N, N'-bis-
(hydroxyméthyle) Urée (Bode & Co., Ham-
burg) & 3%, pendant dix minutes, suivie
d’'un dernier trempage durant dix minutes
dans une solution de Benlate® 4 1%. En-
suite, ils sont lavés abondamment a I'ean
stérile et sont découpés transversalement en
fines tranches de 2 3 3 mm J épaisseur,
montrant distinctement les trois différentes
parties du tubercule: zone périphérique cor-
tex), zome vascularisée (cambium) et Zone
centrale {moelle) selon la description de
REEVE et al. (1969).

A I'aide d'un emporte-piece stérile, on pré-
leve sur ces tranches des explants d’une
taille de 3, 6 on 16 mm environ situés sur
T'une des trois parties constitutives.

Les explants ainsi préparés sont placés dans
des hofles de Pétri contenant 15 ml de mi-
lien de régénération, & raison de 5 2 6 ex-
plants par boite. Les boites sont ensuite
scellées avec du Parafilm®, afin d’éviter un
éventuel desséchement du milieu nutritif en
cours de culture.

Le milien de régénération est composé de
sels minéraux de base de Murashige et
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Skoog (M&S). A ce milieu sont ajoutés
1,0 mg/l de thiaming, 0,5 mg/l de pyrido-
xine, 0,5 mg/l d'acide nicotinique, 100 mg/1
de myo-inositol, 30 g/1 de saccharose,
0,15 mg/l d’acide B-indolylacétique {AlA),
3,5 mg de zéatine (Z) et 0,7% d’agar
(Difco, Bacto-Agar). Le pH est ajusté a 5,7
avec tfu NaOH 2 0,1 N avant I'autaclavage
a 121 °C (1,1 kg/em? de pression) pendant
quinze minutes. -

Les cultures sont maintenues dans une
chambre de croissance 3 la température de
2341 °C de jour et de 18«1 °C de nuit, et
sont éclairées selon une photopériode de
seize heures par cycle de vingt-quatre
heures. L'éclaivement, dont Vintensité est
d’environ 150pmol/m¥s au niveau des cul-
tures, est founi par des tubes fluorescents
{Sylvania, Cool White, 215 W). L’ humidité
telalive est de 55-60% dans |’environne-
ment te culture.

Influence
de l'origine de I'explant

Le tableau 1 montre que de nombreux
bourgeons adventifs ont été obtenus sur
des explants prélevés dans les deox zo-
nes périphérique et vascularisée aprés
quatre semaines de colture. On note un
fort développement de jeunes pousses
feuillées, ayant tendance & la ramifi-
cation rapide d’axes latéraux, en par-
ticnlier avec les explants d’origine
cambiale,

En revanche, le tissu de la moelle s'est
révélé peu propice a la régénération
(8%). Nous confirmons ainsi les obser-
vations faites par JARRET et al. (1980),
qui enregistrent & 4 13% de régénéra-
tion avec le tissu de la moelle de la
variété de pomme de terre Superior.

La faible différence entre les explants
provenant de la partie périphérique
(B0%) et du tissu vascularisé (90%)
peut élre due A la présence de tissu
cambial dans les explants corticaux de
6 mm de diamétre. Pour clarifier les
choses, nous les réduisons 4 3 mm
{tabl. 2}, Dans ces conditions, on cons-
tate que, s’il n'y a pas de différence si-
gnificative quant A la capacité de régé-
nération entre les zones corticale et
vascularisée, en revanche, la réduction
de moitié du taux de régénération de
ces deux types de tissu met en évidence
le réle de la taille des explants. Aussi,

Tableau 2. Influence de la localisation
{V: zone vascularisée; C: zone cortica-
le} des disques de 3 mm sur la capacité
de régénération,

Régénération %
Binije Charlatia
3v 3¢ av 3c
36% 35% 20% 22%

avons-nous choisi de comparer trois
grandeors d’explants: 3, 6 et 16 mm de
diametre, en choisissant le tissu vascu-
laire qui donne, d’aprés nos résultats
précédents, la meilleure réponse mor-
phogénétique.

Influence
da la tsille des explants

La figure 1 montre le rdle joué par la
taille initiale des explants dans la for-
mation des bourgeons a partir de dis-
ques de wbercule de pomme de terre.

Les explants de grande taille (16 mm)},
malgré leur apparence organogéne sti-
mulatrice, pourvus de nombreuses pro-
tuberances développées A la face supé-
rieure, n’ont permis d’obtenir qu'un fai-
ble pourcentage de régénération (30%).
De méme, ceux dont la taille n’excdde
pas 3 mm se révelent également peu
capables de former de nouveaux pri-
mordia (38%). L’ absence de formation
de bourgeons adventifs sur les explants
de grande taille s’accompagne le plos
souvent d'un fort développement de
tissu callogéne (massifs de tissus non
organisés). En revanche, les explants

g

Taux de régénération {%)
o 8 8§ 8 8

Taitle des explants (mm)

Fig. I. Influence de la taille des explants
sur la capacité de régénération du tissu de
tubercule de pomme de terre (cv. Bintje).

Tableau 1. Apparltion de bourgeons adventife selon la localisation de I'explant sur
le tubercule de pomme de terre {cv. @intje), en culture in vitro.

de 6 mm de diametre ont montré un po-
tentiel beaucoup plus important (95%)
pour une méme durée de culture.

Ce taux élevé de régénération observé
avec les explants de 6 mm de diamétre
provenant de la variété Bintje confirme
les résultats obtenus par JARRET et al.
(1980) avec le culdvar Superior.

Influence du génotyps

Dans nos conditions d’expérimentation,
des différences importantes de pouvoir
de régénération ont été observées entre
des cultivars différents, Ainsi, le pour-
centage de disques donnant naissance &
au moins un boorgeon adventif passe
de 90% pour la variété Bintje, avec en
moyenne 4,65 nouvelles pousses utili-
sables, 4 50% pour la variété Charlotre,
produisant en moyenne 1,60 pousses
(décompte effectvé A partir de 177 c’
plants expérimentés). En outre,
temps nécessaire A la formation de
nouvelles pousses est de quatre semat-
nes chez Bintje et de 5 & 6 semaines
chez Charlotte.

Par ailleurs, la stabilit¢ génétique du
matérie] végétal utilisé semble égale-
ment influer de manidte importante sur
le potentiel de régénération des culti-
vars expérimentés.

Les résuliats présentés dans le tableau 3
montrent effectivement que, sur cinq
tabercules pris  séparément comme
source d’explant, le cultivar Bintje a
permis de régénérer beaucoup plus ré-
gulidrement des bourgeons adventifs,
avec un taux de régénération supérieur
i 95%, que la variété Charlotte, dont
le pourcentage de bourgeons adventifs
néoformés est nettement inférieur. Si-
gnalons enfin qu’il existe une grand
variabilité dans la capacité de régénb
ration entre les différents tubercules
(7.5% & 34%), pour I’ensemble des ex-
plants cultivés.

La diminution de la capacité de régéné-
ration observée chez la variété Charlotte
pourrait étre due au génotype cultivé
(BRAGDO-AAS, 1977) on 4 1'évolution
différente de la teneur en phytohormo-
nes endogenes (JARRET er al., 1980).

Tablean 3. Nombre d’explants régéné-
rés a partir de 120 disques de 6 mm
de la zone vascularisée {cv. Bintje et

“Pourcentage d'axplants produisant au moins un bourgean adventit,
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Explants Nombra d'axplants | Régénération | Nombre da bourgeons Durée nécessaire Charlotte).
xpan on sulture (% utisablesfexplent | & lapparition das bourgsons
Contex 114 80 4,01 £ 0,46 4-5 semaines Notbre de tubercules
Cultivars
Cambium 176 S0 4,65 £ 0,46 4 semaines ! 2 3 4 5
- Bintje 120 10| 119 | 116 | 120
Maoelle 60 8 0,80 £ 0,44 5-6 semaines :

Charlotie 9 23| 147 19| #1




)

e Examen histologique

Afin de pouvoir localiser rapidement,
au niveau cellulaire, les premitres ma-
nifestations susceptibles d’apporter une
explication a la différence de compor-
tement entre les deux cultivars Bintje
et Charlotte selon le mode de régénéra-
tion, des examens histologiques ont été
réalisés sur des explants de disques de
tubercule.

Des explants de tubercules de pomme de
terre prélevés sur les tissus périphériques
(cortex) et vasculaires (cambium), aux dif-
férents moments de la régénération (0, 2, 5,
7,9, 15, 21 et 35 jours de culture) sont fixés
dans une solution de formaldéhyde-acide
acétique-alcool (FAA). Aprés plusieurs lava-
ges dans |'eau déionisée et une déshydrata-
tion graduelle, les échantillons sont soumis
A une légére infiltration dans un mélange
composé de 50% d'Historesin® et de 50%
d’éthanol, et sont alors coulés dans 100%
‘Historesin®, selon les indications de la
e Reichert-Jung (Heidelberg). Ils sont
ensuite découpés au microtome @ une épais-
seur de lum, colorés d*abord par la réac-
tion de I'acide périodique avec le réactif de
Schiff (PAS), et contre-colorés au bleu de
méthyléne ou de toluidine. Les coupes ainsi
préparées sont enfin montées dans I'Eukitt®
el sont observées au microscope.

En général, la régénération de bour-
geons adventifs sur des disques de tu-
bercule de pomme de terre s'initie dans
les tissus environnant des zones vascu-
laires. On note qu’effectivement, apreés
quarante-huit heures de culture, les tis-
sus périvasculaires entrent en division
active (fig. 2).

De méme, la structure du périderme se
met progressivement en place, notam-
ment dans la partie périphérique de
I'explant (fig. 3).

Dés ce moment, de nouvelles cellules
en phase de multiplication s’étendent
rapidement autour des zones périvascu-
laires et sont ainsi organisées en foyers
méristématiques pour donner naissance
a des nodules (méristémoides) aprés
une vingtaine de jours de culture. Plus
tard (35 jours), ils évolueront en pri-
mordia caulinaires émergeant de 1'ex-
plant (fig. 4).

Des observations similaires ont été
¢galement rapportée par JARRET et al.
(1980) sur des explants de tubercule de
la variété de pomme de terre Superior.
La capacité de former des méristémoi-
des s’est exprimée seulement au bout de
trente-cing jours, méme si les bourgeons
adventifs ne sont visibles qu’aprés qua-

rante-deux jours de culture. Le retard
dans le développement de primordia
caulinaires semble étre di a la variété
et aux conditions d’induction pratiquées
par ces auteurs.

Dans nos conditions d’expérimentation,
la formation de bourgeons adventifs se
situe principalement dans la zone péri-
phérique de I'explant, et de maniére
asynchrone. Dés lors, des pousses feuil-
Iées a divers stades de développement
apparaissent sur un méme explant.

La formation de primordia caulinaires
est fortement retardée chez la variété
Charlotte au cours du processus de dif-
férenciation, & la suite d’une proliféra-
tion de tissu callogéne (nodules) précé-
dant la mise en place des cellules orga-
nogénes responsables des foyers méris-
tématiques (fig. 5).

On reléve également que les primordia
caulinaires ne peuvent étre initiés de
nove que sur des tissus vasculaires, en
particulier le phloé¢me: cela demeure
valable aussi bien pour la variété Bintje
que pour la Charlotte. Toutefois, la
mise en place des primordia caulinaires
a fait appel a une forte concentration
de cellules en activité mitotique dans
les assises cellulaires corticales et/ou

Fig. 2. Coupe transversale d’un explant de tubercule (cv. Bintje) au
premier jour de culture (= = ilots de vascularisation),

Fig. 3. Coupe transversale d'un explant de tubercule (cv. Bintje)
apres cing jours de culture (= = ébauche de vascularisation). P: pé-

riderme en formation en bordure de I'explant.

Fig. 4. Coupe transversale d'un explant de tubercule (cv. Bintje)
montrant I'émergence d'un primardium caulinaire (—).

nération.

Fig. 5. Coupe transversale d'un explant de tubercule (cv. Charlotte)
montrant le développement de nodules de cals (—) durant la régé-

145












Tabieau 7. Taux de variations observées au cours de ia régénération in vitro et en

conditlons de culture de plein champ.

Bintje Chariotte

Nombre d'explants initigux 146 153
Nombre de plantes régénérées ufilisables 21 227
Nombre de plantes non conformes au sevrage 15 33

(7,1%) {14,5%)
Nombre de plantes cultivées au champ 120 120
Nombre de plantes non conformes apparues au champ 18 12

{15%) (10%)

Chez la variété Bintje, on constate une
forte production de tubercules, notam-
ment avec les plantes-témoins (22,35 tu-
bercules/pl.) et les plantes micropropa-
gées (22 tubercules/pl.), alors que les
plantes régénérées en produisent moins
(20 tubercules/pl.). Lorsqu’on consi-
dere le rendement sous forme de masse
yenne des tubercules par plant ré-
té, seules les plantes micropropa-
gées possédent une masse (61 g) com-
parable 2 celle qu'on obtient avec les
témoins (66 g). Les plantes régénérées
ont en revanche une production relati-
vement faible (56 g). Cette différence
pourrait étre expliquée dans notre cas
par une forte proportion de petits tuber-
cules (environ 54%) de calibre inférieur
235 mm.
Chez lo variété Charlotte, le nombre
de tobercules par plant est plus élevé
avec le matériel micropropagé et régé-
néré (tabl. 7.), par rapport au témoin.
Tontefois, 51 1’on tient compte do rende-
ment sous forme de la masse moyenne
des tubercules récoltés par plant, les
mémies constatations que pour la variété
Bintje demeurent valables, avec, néan-
moins, un flchissement du poids
oyen des tubercules de la variante
‘cropropagée (62 g) par rapport a
celui des plantes-témoins (74 g).
Des résultats similaires ont été égale-
ment obtenus par DALE et MCPARTLAN
(1992). Ces auteurs ont rapporté que les
plantes régénérées in vitro ont produit
un nombre moyen €t une masse moyen-
ne des tubercules inférienrs 3 ceux des
plantes-témoins. Par ailleurs, BRIGHT et
al. (1986) ont signalé pour certains
traits particuliers, comme par exemple
la sensibilité a la gale commune, on
comportement des plantes régénérées
tres différent de celui des émoins.

Conclusion

Le bt de cette étude était d’apporter
des informations concemant la régéné-
ration in vitre de la pomme de terre
cultivée en vue de travaux de transfor-
mation généhique. L'analyse des fac-

teurs de la réussite de la régénération

nous permet de metre en évidence les

points suivants;

® le développement de novo de bour-
geons adventifs est fortement in-
fluencé par I'origine, la taille et le
caractére génotypique de 1'explant
initial;

@ ['initiation des foyers méristémati-
ques a lien trés t6t dans les régions
vascularisées, notamment dans le
phloéme, permettant de former des
primordia canlinaires qui évoluent
ultérieurement en bourgeons adven-
tifs;

® le risque d’obtenir des plantes non
conformes est plus important lors-
gu’on utilise des explants issus de la
région corticale, nécessitant un stade
de développement de cal, contraire-
ment aux explants prélevés dans la
région vasculaire;

@ des différences notables sur le plan
biochimique (isoenzymes) sont dé-
celables sur les plantes présentant
également des modifications appa-
rentes grossitres;

@ les variations entrainées par la régé-
nération de novoe se traduisent, dans
le présent travail, par des modifica-
tions affectant la morphologie de
la plante, la structure du feuillage,
ainsi que le poids et la forme dv to-
bercule.

Compte tent des résnltats obtenns
dans cette étude, i nows semble né-
cesseire d’attirer Pattention sur le
risque de variation du génotype que
comporte la régénération, en parti-
culier lors de travaux par génie gé-
nétique, afin d’éviter de confondre
les modifications imputables & 'une
ou & I'autre de ces méthodes.

Remerciements

Nous remercions vivement MM, D.
TuaoMmas, F TscHuy, J. P. DE JOFFREY,
C. Fivaz, J. M. TorcHE et J. P. DuToIT
pour lenr aide technique trés appréciée
et I'Action COST-822 pour son appui
financier.

Bibliographie

AHLOOWaLIA B. S., 1982, Plant regeneration
from callus coiture in potate. Euphytica 31,
755-759.

BoxkeLmann G. 5. and Roest §8., 1983, Plant
regeneration from proteplasts of potato (5. -
berosum cv. Binge) Z. Pflanzenphysiol. 109,
259-265.

BragDo-Aas M., 1977, Regeneration of plants
’;?3911 g;]lus potate tubers. Acta Horric. 78,

BrIGHT 5. W. 1., OoMs G, FOULGER D., K4RpP A,
-and Evans N., 1986. Mutation and tissue cul-
ture. fn; Plant tissue culture and its agticul-
tural applications. Lyndsey A. Withers, P. G.
Alderson - Ed. Butterworths (1986), 431-449,
Brown P.T.H., 1991. The spectrurh of molecular
changes associated with somaclonal variation,
Newsletter IAPTC 66, 14-25.

CoLLer G. F, LE C. L. and NowsurH L., 1991.
Isozyme characterization of apple rootstock
M 9. Abstract Cost 87/Shoot regeneralion —
Biochemical markers, Geneva, April 1991,
In: Plant in vitro Culture — Report of the 1991
activities, edit. Fionnbharr O'Ricrdain, 21-24.

CoLLET G. F,, MALNOE P, FARINELLI L. et REUST
W., 1993. Pommes de terre transgéniques an
champ. ContrSle de la résistance contre les
vieus PVY de la pomme de terre Bintje trans-
formée pénétiquement Revue suisse Agric.
25, 373.381.

DaLe P J. and McPartLAN H. C., 1992, Field
performance of iransgenic potatc compared
with contrels regenerated &m tuber discs
ggg gg?ot cuttings. Theor Appl. Gener. 84,

Evans D. A. and SHaRP W. R., 1982, Application
of tissue culture technology in the agricul-
tural industry. fn: Application of plant cell
and tissue culture to agriculture and indostry.
Eds. Tomes D. T, Ellis B. E., Harney P. M.,
Kasha K. J., Peterson R. L., University of
Guelph, Omaric, Canada, 209-231.

Evans D. A. and SHare W, R., 1986. Applica-
tions of somacional variation. Biatechnology
4, 528-532.

GEORGE E. F., 1993, Variation in cultures and re-
generated plants. fn: Plam propagation by tis-
sne culwre — Part 1. Exegetics Led., Edington,
Wilts (England), 67-94.

GUGERLI P, 1979, Le (est immuno-enzymatigue
(EL15SA) et son application pour le diagnostic
rapide des viroses de la pomme de terre.
Revue suisse Agric, 11 (6}, 253-260.

HaBERLACH G. T., CoHEN B. A, REICHERT N. A.,
Baer M. A, TowwL L. E. and HELGEsON ],
P, 1985. Isolation, cultere and regeneration
of protoplasts from potato and several relaced
solanum species. Plant Sci. 39, 67-74.

HeDiGER 5., 1994, Analyses structurales et phy-
siclogiques de la régénération de bourgeons
adventifs & partir d’explants de tubercule de
pomme de terre (Solanum tuberosum L.} Tra-
vail de dipléme. Institur de Biclogie et de
Physiologie végétales de I'Université de Lau-
sanne, 45 p.

IARRET R. L., HaseGawa P M. and ERICKSON
H. T, 1980. Faciors affecting shoot initiation
from wber discs of potawe Solanum tubero-
sum). Physiol. Plant. 49, 177-184.

Karpr 4., 1991, On the current understanding of
somactonal variavion. Oxford survey of plant
Molecular and cell biology 7, 1-58.

Karp A., Jones M. G. K., FouLGer D., Fisy N.
and BRiGHT S. W. )., 1989, Variability in po-
tatg tissue culiure, Am. Potato J. 66, 669-684,

Karp A. and BRIGHT 5. W. J., 1985. On the
causes and origins of somaclonal variation.
Oxford surve c::{ plant molecular and cell
biolagy 2, 193:2 5,

KHarp N., Davey M. R. and Powzr 1. B, 1989,
An assessment of somaclonal variation in
Chrysanthemum morifolium; the generation
of plamts of potenual commetcral value.
Sciemtia Horticulturae 38, 278-294.

149



Lam S. L., 1977, Plantlet formation from potalo
tober discs in vitro. Am. Potate J. 54, 465-468,

LarkN P. ). and ScowcrorT W. R., 1981, Soma-
clonal variation — a novel source of variabi-
lity from cell cultures for plant improvemeni.
Theor. Appl. Genet. 60,197-214,

L& C. L., 1994, Apport de I'électrophorgse dans
Pidentification des variétés de pomme de
terre cultivées en Suisse. Revuwe suisse Agric.
26 (6), 373-379.

ManGaNaris A. G. and ArsTtow F. H., 1993, Per-
oxydase isoenzyme gencs in the identification
of apple caltivars and Malus species. Journal
of Horticnltural Science 68 (5), 175-751,

NiETe A. R, Sancho A. C, Barros M. V. and
Gorce J. L., 1990. Peroxydase zymograms at
constant and gradient pH electrophoresis as
an analytical test in the identification of po-
110 varieties. J. Agric. Food Chem. 38 (12),
2148-2153.

PuiLies R. L., KagpPLER S, M. and PESCHKE V.
M., 1990. Do we onderstand somaclonal va-
riation? Fr: Progress in plant cellolar and mo-
lecular biclogy. Proceedings of the Viith in-
ternational congress on plant tissue and cell
cubre, Amsierdam, eds. Nijkamp H. I. [,
Van der Plas L. H. W.,, Van Aartnjk J., Klo-
wer academic poblishers, 131-141.

RietveLn R. C., HaseGawa P M. and BRESsaN
R. A, 1991, Scimaclonal variation in tnber
disc-derived populalions of potate. 1. Evidence
of genetic siability across tuber generations
and diverse locations. Theor. Appl. Gener. 82,
430-440.

Reeve R. M., HautaLa E. and WEaver M. L.,
1969, Anatomy and compositional variation
within potatoes. Il. Phenotics, enzymes and
other minor components. Am. Porote J. 46,
374-386,

RoEsT §. and BekELMANN G. S., 1976. Vegetati-
ve propagation of Solanum tuberosum L. in
vitro, Potato Res. 19, 173-178.

Rokst 8. and BokeLManN G, S, 1980, In vitre
adventitions bud technigues for vegetative
propagation and mutation breeding of potato
(5. tuberosum L.). 1. Vegetalive propagation
it vitro (through adventitious shoot formation.
Potaro Res. 23, 167181,

BREBBRRE

SueparD ). F. and ToTTen R. E., 1977. Meso-
phyll cell protoplasts of potato. Plant Physiol.
60, 313-316.

SHorT K. C,, 1990, Application of in vitre techni-
ques for the production and the improvement
of horticultnral plants. f1: The impact of bio-
technology in agriculture. Eds. Sangwan R. 5.
and Sangwan-Norreel B. S., Kluwer academic
publishers, 15-27.

ture from potalo tissues and the exclusion of
potaio virus X from plants regenerated from
shoot lips. Can. J. Boi. 53, 2565-2567.

WHEELER V. A, Evans N. E., FouLGer D., WEBB
K. ), Karr A., FrawkiaN ). and Brigut
5. W.J., 1985. Shoot formation from Explant
Cultares of fonrteen Potaie Cultivars and
studies of the Cytology and Morphology

of regenerated plants. Annals aof Botany 55,

WanG P. 1. and Hoang L. C., 1975. Callus cul- 309.320.

Summary
in vitro regenetation of the commonly grown potato (S. fuberosumL.)

Commonly grown patata plants (cvs. Bintje and Charlotte) were regenerated in vitro
using tuber discs explants. Adventitions buds formation was markedly influenced by
the arigin, the size and the genotype of the explants as well. Histological analysis
shows that the Tormation of meristematic nests were initiated in the vascular paren-
chyma, especially in the tissue surrounding the phloem, which is developed inta the
formation of adventitions shoots. The risks of variation obtained on these regenerated
plants seem to be related to the vse of cortical explants developing callus preceeding
the formation of adventitious buds. These variations revealable through biochemical
aspeci (isaenzymes) for gross modifications, affect the marphalogy of the plant, the
structure of the leaf and the behaviour of the tuber under field conditions.

Zusammenfassung
in-vitro-Regenaration von kultiviertan Kartoffalpflanzen {S. tuberosumL.)

Kultivierte Kartoffelsorten (cvs, Bintje und Charlatte) wurden mit Hilfe von Kartof-
felknallenscheiben in vitro regeneriert. Die Adventivsprossbildung auf den Scheiben
wurde von der Herkunft, von der Grisse sowie vom Genatyp des Explantates stark
beeinflusst. Die histologische Untersuchung zeigt, dass sich die Merislemnester aof
den Parenchymgefissen bilden, n. a. um den Bast herum, welcher sich organisiert, um
Adventivsprassen za entwickeln. Die Risiken der an den regenerierten Pflanzen vor-
gefundenen Variationen scheiren an die Verwendung der Explantate der Cartexregion
via gine Kallosentwicklung, welche der Adventivsprossbildung varangeht, gebunden
zt sein. Diese Variationen, welche biachemisch mit Hilfe der lsoenzyme fiir grosse
Modifikationen nachweisbar sind, beeinflussen die Motphologie der Pflanze, die
Struktor der Blitter sowie das Verhalten der Knolle im Feld.
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Culture in vitro du genépi blanc
(Artemisia umbelliformis Lam.)

C. L. LE, Starion fédérale de recherches en production végétale de Changins, CH-1260 Nyon

o

en pleine terre.

Introduction

Le genépi Manc (Artemisia umbellifor-
mis Lam.), espéce pérenne aromatique
de la famille des Astéracées croit, dans
les Alpes, a 1'état natwrel sur les morai-
nes et les éboulis (TUTIN er al., 1976;
gNncu:r et AESCHIMANN, 1986).
mpte tena de ses propriétés aromati-
ques, il présente un grand intérét aussi
bien pour les fabricants de liqueurs que
pour les producteurs de lisanes. Au-
jourd’hui, en raison d'une demande
croissante en maiériel végétal pour la
liquoristerie ainsi que de I'interdiction
de cueillette des espéces protégées dans
plusieurs pays d’Eurape, l¢' développe-
men¢ d'une technique de domestication
s'impose (REY et SLACANIN, 1997). De
nombrevx travaux ont donc été réalisés
dans le but de développer des cullures
pour les régions de montagne et afin de
contribuer ainsi & la sauvegarde des
planies menacées de disparition dans
leur habitat originel (STEFENELL1 et
BusanELL1, 1980; Francois, 1985; REY,
1996).
A la Station de Changins, la recherche
des possibilités de domestiquer le ge-
népi blanc associée & un travail de sé-

Revue suisse Vilie, Arboile. Horic, Vol. 3¢ (3); 153-156, 1998

Réaumé

Une technigue de micropropagalion & partir d'explants de ngeuds a até
développée pour des clones de genépi blanc (Artemisia umbelliformis
Lam.) selectionnés. La prolifération de pousses in vitro a eté réalisée en
cultivant des segments de nceuds sur un milieu de MURASHIGE et SKOOG
{1962) additionné de 0,88 uM de BA et de 2,0 uM d'AlA. La formation de
racines adventives a été obtenue en transférant les jeunes pousses sur
un mitieu dépourvu d’hormones. Les planites racinges se sont établies
avec succes en terre aprés une période de sevrage. Aucune variation
morphologique n'a éte relevée sur les plantes propagées in vitro culiivees

lection a permis d'obtenir des lignées
intéressantes quant  lenr comportement
agronomique ¢t a lenr composition en
constitvanis chimiques (REY et SLACA-
NN, 1997). Parmi ces lignées, certaines
ont €€ retenues pour leurs caractéristi-
ques exceptionnelles qui justifient leur
utilisation dans les travaux d’améliora-
ton, C'est précisément pour oblenir
une multiplication rapide et conforme
des tétes de clones de genépi qu'on a
recourn 3 la culture in vitro, afin de
mettre en place rapidement le matériel
de base nécessaire aux programmes de
sélection.

Dans le domaine de la multiplication
végétative du genépi, GAUTHERET ef al.
(1984) ont réalisé la micropropagation
de cette espece A partir de méristémes
provenant de semeénces.

Nous rapportons ici les résuitats por-
tant sur la reproduction accélérée du
genépi blanc par développement de
pousses axillaires issues de clones sé-
lectionnés dont on connait parfaitement
le profil agronomique et aromatique.
Ce travail a 1€ entrepris dans le cadre
d’une collaboration entre le service de
Biologie végétale (groupe Cullure in
vitro) de Changins et le service des Cul-

tures spéciales en montagne (Plantes
médicinales et aromatiques) du Centre
des Fougeres a Conthey.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé dans ce travail
st constitué de six clanes de genépi blanc
(D, @, @, B, (& et @). Ces clanes, sélec-
tionnés pour leurs performances agronomi-
ques et leur teneur en constituanis chimiques
(REY et SLACANIN, 1997), somi prélevés sur
les deux sites d’expérimentation (Liddes et
Saleinaz) et cultivés en couche dans des
pats en plastique.

Désinfection

Des explants de 2 2 3 cm de longueur sonl
prélevés sur les plantes-meres e1 prétraités
avec une solution de Benlaie® i 1% pendant
20 minutes; ensuile, ils sont Jrempés dans
de I’hypochlorite de sodium & 1% pendant
15 minutes. Puis, aprés un bref ringage a
I'eau distillée stérile, ils somt transférés
dans une solution de Kahrsolin® {glutaral-
déhyde, N,N’-bis-(hydroxyméthyle) urée
{Bode & Co., Hamburg) 3 3% durant 15 mi-
nuies. Aprés trois ringages a I'eau distillée
stérile, ils sont maintenus dans une solution
de rifampycine (100 mg/l) pour une durée
de 20 minutes en attendant leur installation
in vitro.

Milieux de culture

Les milieux de culiure de base contiennent
les sels minéraux selon MURASHIGE et SKQOG
(1962) additionnés de | mg/t de thiamine,
de 0,5 mg/l de pyridoxine, de 0,5 mg/l
d’acide nicotinique, de 100 mg/l de myo-
inositol et de 3% de saccharose,

A ce milieu de base sont ajoutés 4,44 UM
de benzyladénine (BA) et 0,5 pM d’acide
S-indolylbutyrique (AIB), alors que, pour la
prolifération et I'enracinement des pousses
axillaires, différents types de régulateurs de
croissance [benzyladénine (BA), acide S-in-
dolylacétique (AlA}), acide S-indolylbuiyri-
que (AIB)] sont utilisés individuellement ow
en combinaison.
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Summary
In vitro Culture of Arfemisia umbelliformis Lam,

A procedure for micropropagation from stem nodes explants was developed for
selected clones of Artemisia umbelliformis Lam. Shoot proliferation i vitro was
achieved using nodes segments cultured on MURASHIGE and SKoOG (1962) medinm
supplemented with 0.88 pM BA and 2.0 uM TAA, Adventiticus root formation was
obtained by transferring voung growing shoots on hormone-free medium. Rooted
plantlets were successfully established in soil after a period of weaning. No abvions
marphological changes were noticed on vitroplantls under field conditions.

Zusammenfassung
In vitro Vermehrung des Artemisia umbelliformis Lam.

In diesem Artike] wuorde eine Gewebekulturtechnik fiir selektierten Klonen des Arte-
misia umbelliformis Lam. beschrieben. Achselknospen von A. umbelliformis Lam.
wurden auf einem MURASRIGE nnd SkooG-medinin (1962) mit 0,88 pM Benzyladenin
(BA) and 2,0 pM f-Indolylessigsinre (IES) kultiviert, nm die Bildung von neuen
Knaspen zu bewirken. Advenrivwnrzelnbildung worde dadurch hervorgemfen, dass
sie auf e¢in Hormonefreies Medimn tiberfiihrt wurden, Bewurzelte Pflanzen komiten
mit Erfolg in girtnerische Substrate akklimatisiert werden. Keine morphologischen
Veriinderungen der VitroPflanzen wurden nach dem Anban im Feld festgestellt,
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IN VITRO CLONAL MULTIPLICATION OF ARNICA MONTANA L.

CL.Le

Station fédérale de recherches en production végétale de Changins,
CH-1260 Nyon

Switzerland

Keywords: Arnica montana L., medicinal plant, tissue culture, propagation
Abstract

Arnica montana L., an herbaceous plant in the Asteraceae (Compositae) of potential use
in phytotherapy, was successfully propagated in vitro. Multiple shoot formation was
induced from excised shoot tip explants on a modified Murashige and Skoog (M and §,
1962) medium supplemented with 4.44uM benzyladenine {BA) and 0.53pM «-
naphthylacetic acid (NAA). Adventitious roots were initiated by cultivating young
growing shoots on a half strength of M and § medium containing 1.23pM -
indolylbutyric acid (IBA) and 2% sucrose. Rooted plantlets were then transferred to soil
where they continue to grow with a survival rate of more than 95%.

i. Introduction

Arnica montana L., a perennial herbaceous plant belonging to the family Asteraceae
(Compositae), is mainly distributed in the Northem Hemisphere. In Europe, it is a species
native to the mountain regions comprised between 1'000 and 2'500 m (Delabays and
Mange, 1991). In Switzerland, it can grow in various habitats including sparsely
populated forests, pastures and grass-lands closely related to the Alps (Aeschimann and
Burdet, 1989). .

The use of Arnica montana L. in phythotherapy leads 1o numerous preparations as
tinctures or soaps for external applications. Several pharmacological effects can be
ascribed to the Arnica montana L. extract; it has antirheumatic, antiphlogistic,
antimicrobial (Willuhn, 1981) and anfiseptic properties as well (Willuhn, 1969).

Previous studies with Armica montana L. extracts showed the presence of the two
major constituents in the flower parts of this plant: the flavonoids and the sesquiterpene
lactones (Willuhn, e al, 1983), while essential off is accumulated mostly in the roots
and thizomes (Willuhn, 1969).

As the plants are becoming rare in their natural habitats and the growing protection is
increasingly severe for this species in most European countries, the domestication of
Arnica montana L. is considered to be of great interest (Weyel, 1989 ; Delabays and
Mange, 1991). Atternpts to propagate this species through tissue culture have also been
repc;rlec;g*/ina.nd, ef al., 1986; Daniel and Bomme, 1991; Conchou, er al., 1992; Malarz,
etal, 1993).

We report here a reliable method for the rapid clonal multiplication of Arnica
montana L. elite selections (L&, 1994),"in view of providing valuable source material to

. be incorporated into breeding programs.

2. Material and methods

Stock mother-plants of different selections of A. montasia L. [Marburg (A 57, M1, M2
and M3) ; Fribourg (F4 and F5)] were grown in 15 cm diameter plastic pots, in a mixture
composed of peat and Perlite (2:1). These were watered with 0.1% fertilizer 10: 10: 7.5
(N: P: K) Wuxal® Maag, once weekly with temperate tap water. Fungicide treatments
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with 0.1% Benlate® were also achleved on these plants during their growth under green
house conditions.

Explants consisted of 1-2 cm leafy shoot taken from mother plants were pretreated
with 1% Benlate® for 15 - 20 minutes. Afterwards, they were immersed in 70% cthanol,
soaked for 15 minutes in 1% sodium hypochlorite con(aining a few drops of Teepol as a
wetting agent and rinsed briefly with sterile distilled water. Then they were maintained in
3% Kohrsolin® [Glutaraldehyde, N N'-bis-(hydroxymethyl) Urea (Bode and Co,
Hamburg)] for another 15 minutes followed by three washes in sterile distilled water
containing an antioxydant mixture 50% (v/v) of 1% ascorbic acid and 1.5% citric acid.

Initial explants were cultivated in test tubes (25X150 mm) containing 15 ml
Murashige and Skoog basal medium supplemented with 1.0 mg/l thiamine, 3.5 mg/l
pyridoxine, 0.5 mg/l nicotinic acid, 100 mg/l myo-inositol and 3% saccharose. In order to
proliferate new shoots, different combinations of growth regulators were tested with
respect to the basis of morphogenetic responses of the explants. For rooting, young leafy
shoots were transferred on the half strength M&S basal medium supplemented with 2%
saccharose and B-indolylbutyric acid (IBA) ranging from 0 to 2.46 uM.

The pH of the media was adjusted to 5.7-3.8 with NaOH (0.1N) subsequent to the
addition of growth regulators, but prior to the addition of 0.7% agar (Difco, Bacto-Agar)
and autoclaving at 121 °C for 15 min.

Cultures were incubated a 23 £1°C / 18 £1°C (day/night} under cool white
fluorescent lamps at 55 pmo]!m /s with a 16h light and 8h dark cycle.

All experimenis were repeated at least three times. Data were means of 16 to 20
replicates per treatment, '

For planting out, rooted plantlets were firstly maintained under saturated humidity
(Fog 6ystem) during a week and then potted in a conventional substrate containing
ASB™ compost and Perlite (2:1), before transferting under green house conditions and
later in the fields.

3. Results and Discussion

3.1. In vitro establishment

According 1o our procedure of sterilization the establishment of leafy shoot of 4.
montana L. could be achieved with more than ca. 80% of initials explants freed from
contaminants compared to the results obtained by Conchouw, er al., (1992), where the
authors observed 75% of the initial explants still contaminated even after a treatment
with 4 or 5 % sodium hypochlorite. The high percentage of explants freed from
contaminants achieved in the present study is probably due to an efficient elimination of
microorganisms through two -stéps of surface sterilization as mentioned above (cf.
material and methods). Nevertheless infection occured in our conditions of culture is
mostly due to bacieria contaminants as it was also noted by Conchou, ef af., (1992).

3.2. Shoot proliferation

As shown in figure 1, initial explants of 4. moniana L. failed to form or occasionally
exhibited low shoot regeneration when the growth regulators were absent in the medium.
The induction of shoot formation was stimulated when both cytokinin and avxin were
added together in the culture medium. However, when BA was used as source of
cytokinin, cultures showed higher average values of shoot development than with other
cytokinin compounds. In this study the production of well-developed shoots was
stimulated by using benzyladenine (BA), in the presence of a-naphthylacetic acid
(NAA). This finding contradicts earlier report {(Conchouw, ef af., 1992) that using the same
balance of growth regulators yielded low proliferation rate of new shoots in subsequent
subcultures. 1t is likely due to the fact that, in our experiments, the actived charcoal-
containing medivm, which could be responsible for the reduction of the number of new



shoots, is omitted. In this regard, it was suggested that the addition of activated charcoal
to the medium can prevent the problem of explant browning and necrosis, but at the same
time it does adsorb growth regulators resulting in the reduction of shoot formation (Ebert
and Taylor, 1990).

Comparing the effect of the four cytokinins supplemented to the medium significant
differences were found between the means of shoot produced from cultures grown on
BA-containing medium (16 £ 0.9 shoots) and those supplemented with either Zeatin (5.4
+ 0.4 shoots}, 2iP (3.9 + 0.3shoots) or Kinetin (4.10 = 0.6shoots). Among the different
cytokinins tested, BA was considered in this experiment to be superior to the remaining
cytokinins. In this respect, to determine the optimal concentration of BA in shoot
formation a range of various amounts of BA was tested (figure 2). The highest shoot
multiplication rate was obtained at the concentration of 4.44 uM, while BA at 11.11 pM
appeared to be [ess effective causing the decrease of the shoot proliferation rate . The
responses of cytokinins described here are similar to those observed by Malarz, er al.,
(1993), except for Kinetin with which these authors have observed an increase in the
number of new shoots. This may be explained by the fact that their culture medium
contains a [arge amount of Kinetin (11.62 uM). Nevertheless, in this study the beneficial
effect of BA on the shoot formation resulted in significanily cauvlogenic responses:
development of axillary bud clusters consisted of large leafy shoot masses which are
easily separated for rooting and the number of usable shoots produced in each explant
was estimated to be 16 - 18 per sample in subsequent culture (fignre 3).

The influence of auxin namely NAA on the shoot formation of 4. montana L. was
also carried out with the addition of various amounts of this growth regulator in the
culture medium. Shoot formation of 4. montana L. initiated from leafy shoot explants
was effectively observed with the addition of 0.53 pM NAA to the medium (figure 4).
However, at NAA 1.36 uM shoot formation tend 1o decrease significantly. While adding
NAA as sole source of growth regulator 10 the medinm has led to moderate adventitions
root formation accompanied by a stight callus developmem at the basal end of the
explants, and failed to induce satisfactory shoot formation. Daniel and Bomme (1991)
have also obtained shoot formation from meristem on modified MS medium containing
5.7 uM JAA, but mentioned that the multiplication rate was still low (1:4.2) in
subsequent subculture. The reduction in number of new formed shoots laid could result
from |AA degradation which was probably more rapid than NAA during culture, and
especially in the presence of MS salts as reported by Dunlap, ef af., 1986,

Based on the results of our investigations of shoot proliferation over four culture
periods, there was a significant difference in the number of shoots formed among the six
genotypes (figure 5). The highest number of shoots was obtained under our conditions
from M2 (19 = 2.1/explam) while the lowest number was from F5 (7.75% 1. /explanm)
and F4 (9 £ 2 3explant). Clone AS57 produced an average of 18 + 1.2 /explant; M1 and
M3 initiated number of shoots ranging from 13 £ 2.5 to 14 £ 1.9 shoots/explant. This
finding s different from earlier results obtained by Daniel and Bomme (1991). They
reported that no influence of genotype on the in vitro response was found over 50
selected plants and populations taken from different places. However, the differential
response among onr selected clones suggests here the possible intra-clonal variations due
to a genotypic effect and indicates therefore that attention should be paid to the choice of
elite sefections when large scale production is 10 be considered.

3.3. Rooting

Preliminary investigations in root initiation done with various growth regulators
including B-indolylbutyric acid (IBA), 2,4-dichlorophénoxyacetic acid (2,4-D), -
naphthylacetic acid (NAA) and B-tndolylacetic acid (1AA) showed that IBA was most
sutable for inducing root formation of A. montana L. in vitro. Therefore, in the present
study 1BA was tested for its ability to produce adventitious roots.
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Figure 6 depicts the rooting responses obtained from different clones of 4. montana L.
exposed to various concentrations of 1BA. Generally, the addition of 1BA to the basal
medium was effective Tor the initiation of adventitious roats, particularly in the two F4
and F5 clones which were considered, in our conditions, as difficult-to-root . Moteover,
the beneficial effect of IBA was more important as much as its concentration was
increased in the medium. The highest frequency, 95% of shoot producing roots, was
obtained on the medium with 1.23 pM and 2.46 pM IBA on F4 and F5. Most of the
shoots exhibited readily the root initiation within ten days after transfer 10 rooting media.
However, the frequency of root formation was less obvious for the other clones M1, M2
and M3 with respect to their rooting ability. As in shoot production, the number of
adventitious roots formed per shoot during root initiation was also influenced by the
genotype (figure 7). In our experiments, at 2.46 pM IBA F4 clone had produced an
average of 9 roots, M1 and M2 yielded 12 roots and 15 roots in M3, While the inductive
IBA treatment with the same amount was less effective on a difficult-to-root clone F5 (2
roots/shoot) compared 1o the control (3 roots/shoot). In addition, the quality of rooting
was also affected by the amount of IBA incorporated into the medium, At 0.50 and 1.23
pM shoots had developed a root system showing long and furnished roots. Occasionally
lateral roots had occured, while increasing IBA concentration to 2.46 pM had led 1o a
formation of thick root system.

3.4, Acclimatization and Planting out

Miniplantlets developing adveniitious rools were maintained under fog éystem for
hardening during 72 h . Then they were transferred to pots on a mixture ASB® substrate
and Perlite (2:1) and successfully grown under greenhouse conditions before planting out
in the fields (figure 8). More than 95 % of plants transferred 10 soil continued 10 grow
normally and no obvious variations have been observed.

4. Conclusion

The results reported here indicate that the ability to undergo organogenesis exhibited
by shoot tip explants of 4. momtana L. derived from adult mother-plans should be useful
for the propagation of valuable plant material. In addition, a high rate of mulitiplication of
new leafy shoots from cultured 4. montana L. shoot explants can be obtained throughout
the subcultures and the ease with which the rooted shoots can be transferred to soil
provide an efficient method for the rapid multiplication of pharmaceutically interesting
elite selections to be incorporaied into breeding programs of medicinal plants in the
mountain regions of Switzerland.
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Figure |: Influence of plant growth regulators on shoot development from shoot explants
of A4 montana L. after 6 weeks in culture. Key: CT=Control;
K=Kinetin{4.65uM); B=BA{4.44uM); Z=Zeatin[2.85pM]; iP=2iP[4.92uM];
N=NAA[0.53pM)]. Means with different letters are significanily different at 5%
level. Vertical bars represent + SE.
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« In vitro mass tuberization as a means to produce virus-free seed-potatoes in
Switzerland «

C.L.L# and D. Page’
1/ Station fedérale de recherches en production végétale de Changins, CH-1260 Nyon, Swirzeriand,
2/ Delley Seeds and Plants Ltd., CH-1567 Delley, Switzerland,

Summary

A tissue culture technique in which wodal cuttings of Solanwm tuberosum L. were mduced to
develop in vitro microtubers, in order to produce high bealth status of the potate seed genotypes
cultivated in Switzerland.

Key words : Solanum tuberosum, microtubers, nodal cuttings, in vitro tuberizatioa.

Introductioo

Microprapagation through in vitro tissue culture bas become commoun practice in Switzerland during
the last decade (Reust and L&, 1985). However, this technique is severely criticized due to 2 pumber
of disadvantages : the under-occupancy of facilities and of the personal with work often concentrated
to 8 few periods of the year.

An alternative system m whicb /n vifro minicuttings are used to produce microtubers bas been
develaped in view to avoid slack periods in the occupancy of facilities and to allow a more flexible
production planning implemented in the scheme of the prebase and base potato seed production.

The aim of this work was to evaluate the conditions of culture related to the suppont, container ,
growth retardant, nitrogen supply and renewal of medium in order to promote quality of the
microtubers for planting under field coaditions.

Material and Methods

Nine potato cultivars of the swiss assortment of potato varieties were used to gerform the
experiments. For the production of in vitro plants two tissue culture containers (Plastem - and Sigma
® plastic boxes) with liquid and agar support containing a CMS-medium (Collet, 1985) were tested.
Effect of Nitrogen cootent was carried out by referring to Murashige & Skoog (1962) medium. For
the productioa of microtubers, /n vitro single sode cuttings were induced 1o tuberize by using a
modification of the technique of Charles (1993), Cultures were first incubated on 6% saccharose-
medium under loog day coaditioos (16h/day) for 35 days at 18 £ 2 °C, and then oa 8% saccharose-
medivm (L, 1990, 1993) with no cytokinin, under short day counditioos (2h/day) for 15 days at 18
°C day/14 night * 2°C. Afterwards, they were placed in total darkness at 19 + 1 °C until tubers were
barvested. In order to improve the quality of tubers produced in vitro, 0.3 mg/l Paclobutrazol (PCL)
and 60 mM Nitrogen (NH,NO,) were added alone or in combination to the culture medium for 0, 7
and 14 days during short day conditions. Light inteasity was 70umol m? 5. Evaluation of the plant
growth and the production of microtubers regarding length of the plant, useable nodes (exillary
buds), fiesh and dry weight and diameter of the tubers was done for each of the different culture
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medium. The length of the dormant period of i vifro microtubers was also determined with regard
to the potential of germination after storage at 4 °C.

Results anod Discussion

In vitro Growth of miniplaots

Table 1 shows the parameters defining the growth of miniplants cultured in two types of container
and support of culture. Growth is greatly influenced by the Sigma coatainer compared 10 the Plastem
one. The fresh weight and the beight of miniplants rate were increased in the present assay by two
fold oo the solid medium in the Sigma coptainer, while the higher growth rate of overall was
obtained with the liquid medium

Table 1 - Effect of container and support of culture on in vitro growth of potato miniplants (cv. Charlotte).

Medium
Salid Liquid
Caotainer HT® FW HT EW
Plastem® 4.93 83.73 7.67 177.52
£01a’ +5.17a +050a £11.75a
Sigma® 3.11 193.04 10.65 250.00
+023b £11.17b £0i5b +10.20b

Z HT : height (cm), F W : fresh weight (mg).
1/ Average + standard error. Mean separation in ¢columns by Duncan’s Multiple Range Test, 5% level.

Increasing the nitrogen content in the medium did oot promote the growth of miniplants regarding
the number of useable aodal explants and the height of miniplants obtained after 1 moath of culture
(tabl. 2). High coutents of nitrogen reduced, oa the cootrary, the fresh weight of miniplants;
particularly, they caused significantly a decrease of their dry weight as well

Table 2 - Effect of nitrogen content on in vitro growth of potato miniplants {cv. Urgenta).

Nitrogen [meq]

5 10 1 20 30 4 )

UNE*® 4.05 4.30 535 4.75 4.60 4.6} 5.15
+013d* +0.18cd +0.i2a +0.12be +0.13¢ 0.18¢c +0.15ab

HT 8.29 1.10 7.09 7.38 6.48 6.35 6.38
+028a 102206 +021b +022b +0.16¢c t015¢ t0.16¢

Fw 144.7 121.7 134.14 126.77 126.70 115.09 100.44
t575a +3547be +372ab +4.77bc +£3.70bc +4.82¢ +427d

DWW ) 6.98 8.03 10.17 71.70 8.63 7.58 71.80
+£0.31d +028be +034a +0.22 bed £0250b +0.55 ¢d +0.27 bed

z/ UNE : useable nodal explants; HT : height (cm) ; FW : fresh weight (mg) ; DW : dry weight (mg).
1/ Average ¢ standard error. Mean separation in rows by Duncan’s Multipie Range Test, 5% level.
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In our experiment , the higher growth rate was obtained on the medium supplemented with less
nitrogen content (15 meq). The results confirmed the importance of low nitrogen level for the
growth of miniplants in vitro as reported by Charles and Rossignol (1992). -

In_vitro Tuberizatioa

As shown i figure 1, the capacity of potato miniplants to produce tubers was variable among
cultivars. Some cultivars reacbed complete tuberization (100%) while others gave low respoese to
the tuber induction process. Such clonal variability has also been observed with other potato
vatieties (Ranalli, 1994).
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Figure 1 - Influence of genotype on the capacity of tuberization in & cultivars of 5. fuberosum L cultured in vitro,

The mean weight of microtubers obtained in this experiment was 118.16 mg/tuber and ranged from
86,91mg (Urgeota) to 168.55 mg (Sirtema). The size of microtubers were small, for instance, for a
direct planting under field conditions. Therefore, in order to investigate whether larger microtubers
could be produced, Paclobutrazol (PCL), a growth retardant promoting tuber yield (Balamani and
Poovaiah, 19835), and Nitrogen were tested {see Material & Methods).

The addition of Paclobutrazol to the medium enhanced the quality of microtubers compared to the
cootrol. At barvest, the average weight per tuber was increased up to 30% on the cultures supplied
with Paclobutrazol in two cultivars Sirtema and Urgenta {tabl. 3).

Table 3 - Effect of Paclobutrazol (0.3 mgyl) adding prior to short-day induction on the development of microtubers of
cvs. Sintema and Urgenta,

Weight [mg] Diameter [mm)
Cultivar Control PCL ~ Countrol PCL
Sirtema 15366+ 1645a 399.20 £30.00b 462 £0.06a 8§23 £028b
Urgeota 120,40 £12.73a 37250 £ 11170 465 £021a 780 £0.10b

2/ Average * standard error. Mean separation in rows by Duncan’s Multiple Range Test, 5% level.

Larger tubers were obtained as well with an increase of 78% in size oe Sirtema and 67.7% oo
Urgenta,
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During the short-day period (8 h/day), there was also significant increase in the fresh weight and
diameter of microtubers if Nitrogen was supplied for day 0 or at least for day 7 (6g. 2). After this
period, the weight of microtubers decreased for most of cultivars exprimented, except Bintje .
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Figure 2 - Effect of Nitrogen supply (60 mM) and pericds of application on the development of microtubers in 8
cultivars of Solanum tuberosum L., cultured in vitro.

Furthermore, improvement to the quality of microtubers produced in vitro was clearly obtained when
both Paclobutrazol and Nitrogen were applied to the induction medium as mentioned above. The
results obtained under our conditions of experiment showed that Paclobutrazol-Nitrogen-treated
cuttings produced larger tubers with a significantly higher mean fresh weight as cozpared to the
control and to the N or PCL-treated cuttings (figure 3).
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Figure 3 - Effect of Paclobutrazol and Nitrogen {alone or in combination) on the development of microtubers an cv.
Sirtema.

The positive effect of PCL on /7 vitro tberization are in agreement with previous results mentioned
by Harvey et al. (1991),whereas the beneficial interaction of PCL and Nitrogen on the quality of
microtubers obtained in this study bas never been reported until now,

In addition, high proportioﬁ of larger tubers can be produced when the culture medium was renewed
during the darkness period (fig. 4).
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Figure 4 - Effect of renewal of medium for 1 (R1), 2 (R2) or 3 (R3) times on the yield of larger tubers (cv. Nicola).

Dormaocy release

The results obtained oa the intensity of sprouting of in vifro microtubers show that the dormancy
release period was shortened in relation to the lenght of the storage at + 4 °C (figure 3). Yet 50% of
microtubers developed sprouts oo most of cultivars after 3 months at low temperature. The average
of sprout development varied with the cultivars experimented. A maxiroura of sprouting (ca.100%)
was observed for a period of 16 weeks. These observations correspood to previous findings
reported by Ranalli et al. (1994).

Sirtema &
Charlotte & 9.6
[
Panda : +as
L]
g
504
W
I
283
€
Q
=
n2

{4} Sprouting

Figure 5 - Intensity of sprouting [%] of microtubers stored for different times at low temperature [+ 4 °C).
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