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Résume 

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

La multiplication conforme des plantes cultivées par 
micropropagation constitue un moyen sûr, parfois incontournable, en 
mettant à la disposition des expérimentateurs du matériel important 
comprenant un grand nombre d'espèces horticoles, maraîchères, 
arboricoles fruitières, aromatiques et médicinales, pour permettre la 
réalisation des travaux portant sur : 

• Clonage 
• Sélection 
• Amélioration 
• Domestication 
• Tests de contrôle 
• Fabrication d'antiséra 

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

• la guérison des maladies virales sur la pomme de terre et sur 
\'échalote, 
• la création rapide de matériel de base nécessaire aux travaux de 
sélection 
• la contribution à l'amélioration de l'environnement de culture en 
diminuant ainsi les sources d'épidémies au champ. 

La conservation in vitro confère à l'ensemble du matériel de base 
(espèces et variétés) une protection efficace contre les risques 
d'infection provoqués par la présence permanente de microorganismes 
pathogènes que comporte la culture traditionnelle. 

Ces biotechnologies végétales 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 l'Agence 
de Coopération au Développement Suisse (DDC), notamment au 
Népal, au Burundi et au Rwanda. 
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Introduction 

La régénération des différentes Gesnériacées par la 
culture in vitro a été décrite pour l'Achimenes (GRUNE-
WALDT, 1977). pour VEpiscia (JOHNSON. 1978;BiLKEYet 
MCCOWN. 1979), pour le Gloxinia (MIRASHIGE, 1974; 
BIGOT, 1974). pour le Kohleria (HUGHES. 1978), pour le 
Saintpaulia (START et CLMMING, 1976: COOKE, 1977; 
BILKEY et al.. 1978). pour le Sinningia (HARAMAKI, 1971 ; 
GRUNEWALDT, 1977). pour le Smithiantha (MONCOUSIN, 
1978) et pour le Streptocarpus (APPELGREN et HEIDE. 
1972; 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 entières à partir des 
microboutures issues de l'organogenèse directe. 

flretériel et méthodes 

Des feuilles prélevées sur des tiges florales d'Aeschynan­
thus élevées en conditions de serre sont utilisées dans nos 
essais. Celles-ci, après avoir été préalablement nettoyées 
à l'eau courante, sont trempées rapidement dans l'étha-
nol à 70% et désinfectées en surface à !'hypochlorite de 
sodium à 3% pendant 15 minutes. Ensuite elles sont 
rincées plusieurs fois à l'eau stérile et découpées en trois 
ou quatre portions de 1 cm2 environ de façon que chaque 
fragment excisé possède une partie de la nervure prin­
cipale (Fig. I ). Les fragments de feuille ainsi préparés ont 
été placés sur un milieu de culture de MURASHIGE et 
SKOOG (1962). additionné d'une solution de vitamines 
renfermant 0.1 mg/1 de thiamine, 0.5 mg/1 de pyridoxi-
ne, 0,5 mg/1 d'acide nicotinique et 100 mg/1 de myo­
inositol. A ce milieu de base est ajouté du saccharose à 
raison de 30 g/1. Les régulateurs de croissance sont 
apportés à des concentrations variables allant de 0 à 
1 mg/1 pour l'acide a-naphthalène-acétique (ANA) et de 
0 à 10 mg/1 pour la N6-Benzyladénine (BA). Une fois le 
pH ajusté à 5.7 avec de l'acide chlorhydrique ou de la 

1 cm 
• ,i 

Fig. I a. Découpage d'une feuille après la désinfection en surface. 
(Photo Le) 

• 1 

f 

Fig. I b. Explantat fraîchement mis en place sur le milieu nutritif. 
(Photo Lé) 
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Fig. 2. Apparition des ébauches de bourgeon à la surface de l'explantat. 
(Photo Le) 

soude, le milieu est solidifié par de la gélose à 0,8% 
(Difco Bacto Agar) et stérilisé à l'autoclave pendant 15 
minutes à 12O0C. Les cultures sont ensuite placées dans 
une enceinte climatisée à la température de 23±1°C de 
jour et de 18±l°Cdenuit. et éclairées pendant 16 heures 
à 5000 lux (tubes fluorescents Sylvania de type Cool 
White de 215 w). L'humidité relative a été maintenue à 
60 ± 5% pendant toute la durée de culture. L'enracine­
ment des microboutures s'est effectué sur le milieu de 
MURASHIGE et SKOOG (1962) dilué de moitié avec 0,01 
mg/1 d'acide a-naphthalène-acétique (ANA). 

Résultats 

Organogenese 

Toutes les parties de la feuille d'Aeschynanthus sont 
capables de se régénérer et donner naissance à des 
plantes entières en culture in vitro. L'initiation à la 
formation des organes sur les fragments excisés est 
stimulée par la présence des substances de croissance 
dans le milieu nutritif. Toutefois le devenir de l'organe 
est modulé par la quantité respective des auxines et 
cytokinines entrant dans la composition du milieu 
même (SKOOG et MILLER. 1957; SKOOG, 1971). Les 
premières réactions se sont manifestées dans la partie 
basale de l'explantat vers la fin de la deuxième 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 vont émerger les 
primordias de bourgeons à la grandeur d'une tête 
d'épingle. Cependant les jeunes bourgeons adventifs ne 
sont visibles que vers la quatrième semaine sur l'ensem­
ble de nos cultures (Fig. 2). Le développement total des 
jeunes pousses qui sont prêtes à être repiquées en milieu 

d'enracinement a lieu à la fin de la huitième semaine de 
culture (Fig. 3). L'équilibre phytohormonal composé de 
0,01 mg/1 d'acide a-naphtalène-acétique et de 0,1 mg/1 
de N6-Benzyladénine s'est montré le plus favorable à la 
production des bourgeons; de même que pour la com­
binaison de 0,01 mg/1 d'acide a-naphthalène-acétique et 
1 mg/1 de N6-Benzyladénine. Une augmentation à 
10 mg/1 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 l'acide 
a-naphthalène-acétique. Par contre, une prolifération 
de cal et de racines a été observée sur les milieux enrichis 
soit uniquement en acide a-naphthalène-acétique, soit 
en association avec de faibles concentrations de N6-
Benzyladénine. D'ailleurs, il convient de noter qu'une 
néoformation de bourgeons et de racines s'est produite 
sur le même explantat pour les combinaisons ayant 
un rapport auxines/cytokinines voisin ou égal à 1 
(Fig. 4). 

Enracinement 

Déjeunes pousses de taille de 0,5-1 cm obtenues lors d<̂  
l'organogenèse sont soigneusement prélevées sur l'ex­
plantat et repiquées individuellement sur i(in milieu neuf 
(voir matériel et méthodes) pour favoriser le développe­
ment du système radiculaire (Fig. 5). Les premières 
racines font leur apparition à la deuxième semaine de 
culture, mais il faut attendre jusqu'à la quatrième 
semaine pour que toutes les microboutures aient bien 
développé leur appareil radiculaire (Fig. 6). Une réduc­
tion de l'intensité lumineuse et de la concentration en 
sucre pendant cette phase de préparation ne s'avère pas 
indispensable à l'initiation de la rhizogenèse comme 
l'ont remarqué START et CUMMING, 1976 et BiLKEYet 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 culture, les avons rincés à l'eau tiède pour 
enlever toute trace d'agar restant sur les racines. Ensuitdf 
nous les avons repiqués sur un substrat composé de 
TKS 1 et de Perlite à raison de 10%, et les avons placés 
sous une atmosphère saturée d'humidité pendant 
20 jours pour éviter une trop forte déshydratation qui 
pourrait compromettre leur croissance ultérieure. L'ac­
climatation s'est effectuée par la réduction progressive 
de l'humidité relative vers la fin de cette période. La 
température du local d'acclimatation est maintenue à 
23±1°C de jour et 18±1°C de nuit avec un éclairement 
de 16 heures par jour à 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 l'obtention facile et rapide du matériel 
végétal d'Aeschynanthus par la technique de culture in 
vitro des fragments de feuille. Le grand pouvoir de 
régénération des explantats d'origine foliaire pourrait 
être intéressant dans une perspective de multiplication 
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Fig. 3. Développement des jeunes pousses 
après 8 semaines de culture dans un tube de 

fcerre de 25 mm de diamètre. (Photo Ser­
val 

1 cm 

Fig. 4. Production de bourgeons et de racines sur le même explantat. 
(Photo Le) 

Fig. 5. .!cune microboulure à l'enracinement. (Photo LC-) 
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Fig. 6. Plante racinée après 12 semaines de culture. (Photo Le) 

accélérée de nouvelles variétés. Selon notre mé­
thode une feuille é'Aeschynamhus donne en moyenne 
50 plantules, par l'organogenèse directe, qui sont prêtes 
à être transférées en milieu naturel après 12 semaines de 
culture. Ainsi nous espérons mettre à la disposition des 
producteurs une nouvelle possibilité de multiplication 
qui pourrait leur permettre de réduire le temps et le coût 
de production en comparaison avec celle pratiquée 
actuellement en culture traditionnelle. 
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Résumé 

La culture in vitro de fragments de feuille d'Aeschynanthus sur un 
milieu de base de MURASHIGE et SKOOG ( 1962). additionné de 0.1 mg/1 
de thiamine. 0.5 mg/1 de pyridoxine. 0.5 mg/1 d'acide nicotinique. 
100 mg/1 de myo-inositol. 0.01 mg/1 d'acide a-naphthalène-acétique. 
0.1 mg/1 de N6-Benzyladéninc. 30 000 mg/l de saccharose et 0.8% 
d'agar a permis d'obtenir des bourgeons adventifs après 8 semaines de 
culture. Un nombre moyen de I 5 à 20 jeunes pousses a été obtenu par 
fragment excisé. L'initiation à la rhizogenèse a été provoquée sur un 
milieu neuf dont la concentration en sels minéraux est réduite de 
moitié et ne contenant plus que 0.01 mg'l d'acide a-naphthalène-
acétique. L'acclimatation des jeunes plantes s'est effectuée, à la fin de 
la douzième semaine de culture, d'abord sous une atmosphère saturée 
d'humidité, ensuite en la réduisant progressivement. 95% des plantes 
ainsi préparées ont poursuivi leur croissance normalement en condi­

tions de culture sous verre. Cette méthode démontre l'avantage de la 
technique de culture in vitro pour la multiplication accélérée de 
nouveaux cultivars en comparaison avec celle effectuée par le 
bouturage classique. 

Zusammenfassung 

In vitro Kultur von ßlattstücken von auf einem Agarmedium nach 
MURASHIGE et SKOOC (1962) ergänzt mit O.l mg/l Thiamin. 0.5 mg/l 
Pyridoxin, 0.5 mg/l Nikotinsäure. lOOmg'l Myo-inositol. 0.0I mg/l 
Naphthalin-1-essigsaure. 0.I mg/l N6-Benzyladenin. 30 000 mg/l 
saccharose und 0.8% Agar ermöglichte eine Adventivknospenbildung 
nach 8 Wochen. Jedes Blattstück ergab im Durchschnitt 15 bis 20 
Stecklinge. Die Wurzelbildung wurde auf einem neuen Medium mit 
auf die Hälfte verringerter Mineralsalzkonzentration mit 0.01 mg/l 
Naphthalin-1-essigsäure hervorgerufen. Die Stecklinge wurden nach 
12 Wochen zuerst in eine Feuchtigkeitsgesättigte Umgebung, die 
allmählich reduziert wurde, verpflanzt. 95% der Stecklinge haben sich 
im Gewächshaus normal weiterentwickelt. Diese Methode zeigt die 
Vorteilhaftigkeit der ;';i vitro Kultur für eine beschleunigte Ver­
mehrung neuen Sorten im Vergleich zur klassischen Vermehrung. 

Références 

APPELGREN. M. et O. M. HEIDE. 1972. Regeneration in Streptocarpus 
leaf disc and its regulation by temperature and growth substances. 
Physiol. Plant. 27. 417-423". 

BIGOT. C. 1974. Obtention de plantes entières à partir de pédoncules 
floraux de Gloxinia hvbrida cultivés in vitro. Z. Pflanzenphysiol. 
73. 178-183. 

BILKEY. P. C. B. H. Mc COWN and A. C. HILDEBRANDT. 1978. 
Micropropagation of African Violet from petiole cross-sections. 
HortScience 13. 37-38. 

BILKEY. P. C. and B. H. Mc COWN. 1979. In vitro Culture and 
Propagation of Episcia sp. (Flame Violet). HortScience 14. 
109-114. 

COOKE. R. C. 1977. Tissue Culture Propagation of African Violets. 
HortScience 12. 549. 

GRUNEWALDT.J. 1977. Adventivknospenbildung und Pflanzenregene­
ration bei Gesneriaceae in vitro. Gartenbauwissenschaft 42. 
171-175. 

HARAM AKi. C. 1971. Tissue Culture of Gloxinia. Internat. Plant. Prop. 
Soc. Proc. 21. 442-448. 

JOHNSON. B. B. 1978. In vitro Propagation of Episcia cupreata. 
HortScience 13. 596. 

HUGHES. K. W. and B. BARNI. 1978. Regeneration of Kohleria amabilis | 
(Gesneriaceae) from leaf and petiole expiants. Symposium «Pro­
pagation of higher plants through tissue culture». April 16-19, 
Univ. of Tennessee. Knoxville. 

MONCOUSIN.C. 1978. Contribution à la mise au point d'un milieu de 
culture pour la multiplication in vitro de Gesnériacées. Revue 
Horticole Suisse 51. 295-301. 

MURASHIGE. T. and F. SKOOG. 1962. A revised medium for rapid 
growth and bioassavs with tobacco tissue cultures. Pltvsiol. Plant. 
15. 473-479. 

MURASHIGE. T. 1974. Plant Propagation Through Tissue Cultures. 
Ann. Rev. Plant Physiol. 25. 135-166. 

RAMAN. K. 1977. Rapid multiplication of Streptocarpus and Gloxinia 
from in vitro cultured pedicel segments. Z. Pflanzenphysiol. S3. 
411-418. 

SKOOG. F. and C. O. MILLER. 1957. Chemical regulation of growth and 
organ formation in plant tissue cultures in vitro. Symposium Soc. 
Exp. Biol. 9. 118-131. 

SKOOG. F. 1971. Aspects of growth factor interactions in morphoge­
nesis of tobacco tissue cultures. In «Les cultures de tissus de 
plantes» Colloques internes. CNRS. 193. 115-136. 

START. N. D. and B. G. CLMMINGS. 1976. In vitro Propagation of 
Saintpaulia ionantha Wendl. HortScience 11. 204-206. 

248 



Publication n° 1374 

Station fédérale de recherches agronomiques de Changins 
Directeur: Alexandre Vez 

La multiplication rapide des pommes de terre 
par le microbouturage 
W. REVST et LE CONG-LINH1, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 

Introduction 

La multiplication traditionnelle de la pomme de terre 
se caractérise par un taux de reproduction très faible, 
comparativement à toute autre espèce de plante culti­
vée. Une plante de pomme de terre produit annuelle­
ment 3 à 15 tubercules-plants. La micropropagation 
par boutures permet de réaliser un rapport de multi­
plication allant de un à plusieurs milliers. En France, 
les chercheurs de la Station d'Hanvec indiquent la 

) production d'un million de boutures en sept mois à 
partir d'un seul germe (ANONYME, 1983). 
La multiplication des espèces végétales par bouturage 
est pratiquée depuis l'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. 
L'utilisation en routine de cette méthode a pris une 
extension considérable à partir de 1976. En effet, cette 
année-là, de graves problèmes de ravitaillement en 
plants ont surgi en Europe, à la suite d'une forte et 
brusque dégradation de la qualité sanitaire. Le boutu­
rage a ainsi permis de multiplier très 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 massaie est effectuée pour toutes 
les variétés inscrites sur la liste officielle. Dans nos 

I régions, les conditions de multiplication des plants 
sont, selon l'année, assez difficiles, en raison de l'ap­
parition précoce des pucerons vecteurs de virus. Nous 
devons ainsi régulièrement renouveler notre matériel 
de base par des importations d'environ 1500 à 2000 
tonnes de plants de multiplication par an. Il arrive par­
fois que l'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, 
principalement pendant les saisons d'automne et 
d'hiver. 
L'utilisation de boutures permet également de stocker 
du matériel géniteur dans un espace très limité. En 
Europe, une banque de gènes comprenant des varié­
tés cultivées ainsi qu'un grand nombre d'espèces pri­
mitives est installée à Braunschweig (Allemagne) 

dans la «Living Collection» (Mix, 1980 et 1981). Le 
matériel végétal peut être conservé in vitro pendant 
une durée indéterminée et à l'abri de toute contami­
nation parasitaire. Un repiquage tous les six à vingt-
quatre mois selon les variétés et les températures de 
végétation, semblerait suffisant pour assurer une 
bonne conservation (MADEC et FRANÇOIS, 1981). 
Dans le travail ci-après, nous décrivons les méthodes 
de bouturage telles que nous les appliquons à 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 pathogènes. Le bouturage peut être pratiqué 
en éprouvette (in vitro) ou en terre. La multiplication 
d'une variété à 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 être appliquée pour assainir du matériel conta­
miné par les virus. Il s'agit de faire une ou plusieurs 
cultures successives à partir du méristème, combinée 
avec l'application d'inhibiteurs des virus et la thermo­
thérapie (GRISON 1979, LE CONG-LINH, 1984). 

Bouturage in vitro 

Il s'agit d'abord de mettre en germination des tuber­
cules exempts de maladies. Lorsque les germes attei­
gnent quelques centimètres, ils sont prélevés des 
tubercules sous un flux d'air laminaire stérile. L'extré­
mité coupée du germe est obturée à la paraffine avant 
la désinfection afin d'éviter un éventuel dégât du tissu 
végétal par le produit désinfectant. Les fragments de 
germes ainsi préparés sont désinfectés en surface par 

!Avec la collaboration technique de J-P. Dutoil et D. Thomas. 
Fig. I. Germe de pomme de terre coupé en segments pour la mise en culture 
in vitro. 
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Fi.v. 2. Bouture in vitro après 1 semaine de végétation (gauche) et après 4-5 semaines (droite). 

fié par de l'Agar (Difco Bacto Agar) à 0,7 % et stérilisé 
à l'autoclave pendant quinze minutes à 1210C 
(1.1 kg/cm2). 

Environnement de la culture 

Lumière : Les conditions d'éclairement sont celles de la 
chambre de culture Weiss — type 12'E/14-PK; l'éclai-
rement est assuré par des tubes fluorescents Sylvania^ 
de type Cool White de 215 W donnant 200,üW/cm™ 
environ au niveau des plantes. 

Température : La température est de 20 ± 10C le jour, et 
de 16 ± I0C la nuit. 

Hygrométrie: Une humidité relative de 55 à 60% est 
maintenue dans l'enceinte de culture pendant toute la 
période d'expérimentation. 
Après quatre à cinq semaines de culture, les premiers 
fragments de germe donnent naissance à de jeunes 
plantules (fig. 2). Celles-ci sont retirées des tubes et 
fragmentées à leur tour en 5 à 6 segments (micro­
boutures) selon la technique proposée parNozERAN et 
al. (1977), dans le but d'obtenir une reproduction 
rapide de clones de pommes de terre (fig. 3). Ces 
microboutures, contenant chacune un bourgeon axil-
laire, sont repiquées sur un milieu neuf de même 
composition que celui mentionné plus haut pour 
poursuivre leur croissance et servir de matériel de 
départ pour d'autres cycles de multiplication. 

un passage rapide dans l'éthanol à 70%, suivi d'un 
double trempage dans !'hypochlorite de sodium à 
0,5%, additionné de quelques gouttes de mouillant 
(Teepol) pendant dix minutes chacun. Ensuite les 
fragments sont rincés 3 à 4 fois à l'eau distillée stérile 
et séchés entre deux feuilles de papier filtre stérile. 
Les germes sont découpés en autant de tronçons de 
1 cm de long environ (fig. I) qu'il y a de nœuds; on 
place ces fragments dans des tubes de culture en verre 
de 25 x 150 mm. contenant chacun 15 ml de milieu 
nutritif CMS (COLLET, 1983) composé des substances 
suivantes (mg/l): 

KNO-, (1213) 
Ca(NO-,), • 4HX> (708) 
MgSO4 • 7H2O (370) 
NH4H1PO4 (230) 
MnSO4 • H2O (8,4) 
H3BO, (6,2) 
ZnSO4 • 7H2O (2,87) 
Na2MoO4 • 2H2O (0,25) 
CuSo4 • 5H2O (0,25) 
CoCL • 6H2O (0,025) 
KI (0,83) 
FeSO4 • 7H2O (5,56) 
Na2EDTA • 2H,0 (22,4) 
Saccharose (20000) 
Le pH est ajusté à 5.7 avec de l'acide chlorhydrique ou 
de la soude caustique; le milieu de culture est solidi-
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Culture sur substrat artif iciel 

De même que pour le microbouturage irtv'itrò, cette 
opération consiste à transférer des fragments déjeu­
nes plantes (microboutures) obtenus in vitro sur subs­
trat artificiel de type Grodan (laine de roche) disposé 
dans des enceintes de culture transparentes (fig. 4) et 
à favoriser le développement de nouvelles plantes 
moyennant un apport de substances nutritives. Cette 
solution nutritive est identique à celle utilisée en cul­
ture in vitro, mais réduite au quart de sa concentration 
initiale. Les conditions de culture sont les mêmes que 
celles pratiquées en microbouturage in vitro. 

Bouturage en terreau (ex vitro) 

Contrairement au bouturage in vitro, on n'utilise pas 
le germe, mais une tige prélevée sur la plante-mère. 
Les pieds-mère proviennent soit de plantes obtenues 
in vitro et sevrées sur un milieu semi-stérile, par 
exemple laine de roche (voir ci-dessus), soit de plan­
tes normales obtenues à partir d'un tubercule. Les 
fragments de tiges prélevés sur les plantes-mère sont 
piqués dans des presse-mottes, petits cubes de terreau 

^fcd'environ 3,5 cm de côté. Les plateaux avec les nou-

/¾. .?. Plumule coupée en segments de liges avec une feuille pour un nou­
veau repiquage. 

Fia. 4. Repiquage sur substrat artificiel, genre Grodan (laine de roche). 

veaux repiquages sont recouverts d'un film plastique 
transparent et mis en culture dans des chambres cli­
matisées (fig. 5). Les températures sont de 24 à 250C 
avec une intensité lumineuse d'environ 600//watt/ 
cm2. Après quatre semaines de végétation, 4 à 5 nou­
velles feuilles sont formées et un nouveau bouturage 
peut être entrepris. 

Fia. 5. Repiquages en presse-mottes fabriqués avec du terreau. 
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Influence du type de terreau 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 matière 
organique et très riche en matières nutritives. 

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

c Un mélange contenant 1/3 (volume) de sable 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 l'analyse des terreaux. 

Terreaux 
Mat. 
org. 

mg/100 g de terreau sec 

pH N P2O5 K2O Ca Mg Salinité 
2 g/100 g 

Belflor = a 35 4,3 224,0 80,0 210,0 82,5 41,6 1.496 

Serre = b 25 7.2 24,8 5.6 56,7 30,0 4,7 0,182 

Les résultats présentés dans la figure 6 montrent qu'il 
n'y a que très peu de différence dans le développe­
ment des boutures selon les terreaux (fig. 6 et tabi. 1). 
Le mélange de sable et terreau c semble un peu moins 
favorable à 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 la croissance des boutures 

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

— L, = 960 Lux = environ 170//watt/cm2; 

— L2 = 1690 Lux = environ 300//watt/cm2; 

— L3 = 2570 Lux = environ 500//watt/cm2. 

L'importance 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. 

Longueur 
des boutures 

mm 

9 0 

PPDS 5% 

8 0 

7 0 

6 0 

5 0 

4 0 

3 0 h 

2 0 

10 

I 
i 

a b c d 

A 

a b c d 

B 

I 

Feuilles 
par bouture 

9 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

I 

a b c d a b c d 

A B 

BINTJE PALMA 

Fig. 6. Influence de la nature des terreaux sur la croissance des boutures: 
a = terreau Belflor, b = terreau de serre, c = 2/3 terreau Belflor + 1/3 sable, 
d = 1/2 terreau Belflor + 1/2 perlite 
A = après 15 jours de végétation 
B = après 30 jours de végétation. 
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Fig. 7. Influence de l'intensité lumineuse sur la croissance des boutures: 
Li = 960 Lux 
L2 = 1690 Lux 
L3 = 2570 Lux 

•
A = après 15 jours de végétation 
B = après 30 jours de végétation. 

Influence de la position des segments 
prélevés sur la plante-mère, sur la reprise 
et la croissance des repiquages 

Selon sa position, le segment prélevé sur la plante-
mère présente une différence d'âge. Les boutures pré­
levées à la base (proximales) d'une plante-mère ont 
un âge physiologique plus avancé que celles du som­
met (distales). L'âge du tissu semble jouer un rôle 
important sur l'enracinement. Dans cet essai, seuls 
les fragments de tiges utilisables ont été prélevés, les 
feuilles partiellement jaunies étant éliminées. Les 
résultats présentés sur la figure 8 montrent que les 
segments prélevés dans les parties distales de la plan­
te-mère ont une meilleure reprise et croissance que 
ceux de la partie proximale. 
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Fig. 8. Influence de la position des segments prélevés de la plante-mère sur 
la reprise des repiquages (valeurs moyennes obtenues des variétés Bintje, 
Palma et Aura): 
1 = segment proximal 
4 = segment distal 
A = après 15 jours de végétation 
B = après 30 jours de végétation. 
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Tableau 2. Effet de différents régulateurs de croissance 
appliqués chacun à deux doses différentes, 
sur la tubérisation des boutures 
de deux variétés de pommes de terre. 

/¾. 9. Récolte obtenue à partir d'un mini-tubercule plant d'environ IO g 
(flèche) après 80 jours de végétation, variété Bintje. 

Production de tubercules 
à partir des boutures 

La dernière étape consiste dans l'introduction des 
boutures dans le cycle normal de production. Deux 
possibilités sont offertes : 
— une première 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 sont plantées en petits pots d'une conte­
nance de 0,25 1 de terreau. La durée de végétation est 
de trois mois environ. Lorsque les petits tubercules 
sont récoltés pendant la saison d'hiver jusqu'à la fin 
février, la plantation en plein champ peut alors être 
envisagée la même année encore. 

Traitements 

T, 
T2 

C, 
C2 

B, 
B2 

O, 
O2 

non traité 
(témoin) 

Ukama 

tubercules/ 
plante 

2.8 
4,4 
2,7 
2,9 
2,3 
3.4 

2,9 
2,9 

2,3 

g/plante 

30,7 
20.2 
44,5 
47,0 
47,8 
48,5 
45,9 
37,3 

51,8 

Ni 

tubercules/ 
plante 

3.3 
2,9 
3,3 
3,2 

3.5 
3.2 

3,3 
3,1 

3.5 

T, = Terpal (mépiquat-chlorure + éthéphon) 
T2 = Terpal (mépiquat-chlorure + éthéphon) 
C, = CCC (chi. 

triméthyl 
C2 = CCC (chli 

triméthyl 

orure de 2-chloroéthyle-
ammonium) 
orure de 2-chloroéthyle-
ammonium) 

B1 = B9 (daminozide) 
B2 = B9 (daminozide) 
O, = Orthonil (PRB - 200 E, 
O2 = Orthonil (PRB - 200 E, 

>o) 
>o) 

icola 

1.5 
3 

2 

4 
1 
3 

1,5 
3 

g/plante 

22,0 
13,7 
37.9 
37,1 
44,3 
35,5 
40,3 
34,8 

48,6 

l/ha 
l/ha 

l/ha 

l/ha 
kg/ha| 
kg/ha' 
kg/ha 

l/ha 

Préalablement, la dormance des plants doit être levée 
par les moyens chimiques, tels que la rindite. Il est 
particulièrement important que plusieurs germes par 
plant se développent, afin de réaliser un taux de multi­
plication élevé. La plantation en plein champ peut 
être effectuée avec une planteuse semi-automatique, 
tout en respectant un semis superficiel et une densité 
qui devrait atteindre 80000 à 100000 plants/ha selon 
le nombre de germes formés par tubercule (fig. 9). 
L'objectif 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 
régulateurs de croissance appliqués sur les jeunes( 
plantules en serre (JORDI, 1983). 

Nous avons observé que l'époque de la mise en place 
des boutures en serre jouait également un rôle impor­
tant. Les mois les moins favorables sont novembre, 
décembre et janvier, lorsque la luminosité naturelle 
est la plus faible dans notre région. L'apport de la 
lumière artificielle n'a pas permis de compenser ce 
déficit. Le nombre de tubercules par plantule peut 
varier du simple au double selon la saison de mise en 
culture. 

L'efficacité de ces produits sur pommes de terre 
semble assez aléatoire et les doses élevées ont sou­
vent provoqué des dégâts phytotoxiques. Des diffé­
rences variétales ont été observées dans la sensibilité 
des plantes aux matières actives. Par exemple 3 l/ha 
de Terpal avaient un effet très défavorable sur la 
variété Nicola, tandis que pour la variété Ukama un 
effet favorable a été observé sur le nombre de tuber­
cules par plantule. Le CCC et !'Orthonil provoquent 
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des troubles de la photosynthèse. Ces derniers sont 
cependant réversibles avec la croissance des plantes. 
Le B9 est la seule substance qui n'entraîne pas d'ano­
malie de la croissance des plantes, mais son effet par 
rapport au témoin n'est pas toujours évident (tabi. 2). 

Production en pleine terre 

Des plants mottes âgés de quatre semaines des varié­
tés Christa, Palma et Erntestolz ont été plantés en 
pleine terre. Le peuplement a été de 50000 plants par 
ha. La récolte eut lieu après 85 jours de végétation. 
Les résultats sont présentés dans le tableau 3. D'une 
manière générale, le nombre de tubercules par plante 
est assez faible (tige unique), mais en revanche leur 
taille est considérable, environ 80 g/tubercule. Bien 
que les rendements totaux soient inférieurs à ceux 
issus de plants normaux, cette méthode présente 
un intérêt économique certain. Cependant, certains 
risques culturaux inhérents à cette méthode, par 
exemple gel, sécheresse, nous ont fait opter pour une 
première multiplication en serre. 

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

Varié 

Christa 
Palma 
Erntestolz 
Erntestolz 

é 

(plants) 

Nombre 
de tubercules/ 
bouture (plant) 

4,2 
3,8 
4,5 

15,4 

g/plante 

345 
328 
344 
436 

Rendement 
q/ha 

150 
131 
138 
174 

Discussion 

Les techniques de multiplication en laboratoire sont 
très exigeantes en travail et nécessitent un équipe­
ment en chambres climatisées ou de serres protégées 
contre les insectes. En l'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 terreau. Cette pratique de bouturage 
pourrait aussi être effectuée par des organisations de 
multiplicateurs, à condition de disposer de serres ou 
tunnels en plastique. 
Comme nous l'avons présenté dans ce travail, les con­
ditions de l'environnement sont très importantes, 
surtout en période d'enracinement. La température 
influence la rapidité de croissance ; elle se situera de 
préférence entre 20 et 250C. Par ces méthodes, nous 
avons multiplié avec succès 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. Cette pratique permettrait au 
pays d'assurer une production de plants de base en cas 
de nécessité. Cela était inconcevable en travaillant 
uniquement avec les méthodes de multiplication tra­
ditionnelles. 

Fig. 10. Culture de sélection comprenant 2 lignes de mini-plànts (voir florai­
son en bordure de la ligne de séparation). Cette photo témoigne de la 
vigueur du plant de petit calibre. 

Résumé 
Les méthodes de microbouturage telles qu'elles sont appliquées à la Sta­
tion fédérale de Changins sont décrites dans ce travail. 
En première phase, nous appliquons le bouturage in vitro à partir d'un 
germe de pomme de terre issu d'un tubercule indemne de toute maladie. Le 
fragment de germe est mis en culture dans des tubes contenant un milieu 
nutritif. Après 4 semaines, lesjeunes plantulesont formé 4 à 5 feuilles et un 
nouveau bouturage peut être entrepris. Le repiquage est pratiqué dans un 
substrat artificiel (laine de roche) imbibé de solution nutritive. Les boutu­
res passent ainsi d'un milieu stérile dans un milieu semi-stérile qui se con­
taminera naturellement pendant la végétation. Les repiquages suivants 
sont effectués dans des presse-mottes fabriqués avec du terreau. En der­
nière phase, les boutures sont plantées en petits pots ou dans des bâches en 
serre pour la production de tubercules. Les tubercules plants ainsi obtenus 
ont un poids de 3 à 20 g. Us sont transmis au multiplicateur pour Ia produc­
tion de plants en plein champ. 

Plusieurs variétés récemment inscrites dans la liste officielle des variétés de 
pommes de terre ont ainsi été multipliées au cours des dernières années. 
L'importance de l'intensité lumineuse de la nature du terreau et de la posi­
tion des segments sur la plante-mère a également été examinée. 

Zusammenfassung 

Schnellvermehrung der Kartoffel durch Mikrostecklinge 

Die Stecklingsvermehrungsmethoden bei Kartoffeln, wie sie an der For­
schungsanstalt Changins durchgeführt werden, sind in dieser Arbeit 
beschrieben. 

Als Ausgangsmaterial wird einen Kartoffelkeim von einer gesunden 
Knolle im Reagensglas vermehrt. Nach 4 Wochen Wachstum haben die 
jungen Pflänzchen 4-5 Blätter gebildet und eine neue Vermehrung kann 
erfolgen. 

Die neuen Stecklinge werden in einem sterilen Substrat, z.B. Steinwolle, 
piquiert und mit einer Nährlösung getränkt. Dieses Substrat wird im Ver­
lauf der Vegetationsperiode auf einer natürlichen Weise befallen. Die fol­
genden Vermehrungen werden in Pressmotten aus Torf durchgeführt. 
Als letzte Phase werden die Stecklinge in kleine Töpfe oder in Beeten im 
Treibhaus ausgepflanzt zur Knollenproduktion. Die so gewonnenen Knöll-
chen haben ein Gewicht von 3-20 Gramm. Diese werden an Vermehrer 
überreicht zur Saatgutproduktion im Felde. 

Einige neue Sorten, welche in unserem Land angebaut werden, sind im 
Verlauf der letzten Jahre auf dieser Weise vermehrt worden. 
Die Bedeutung der Lichtintensität, der Zusammensetzung des Torfs und 
der Lage der Stengelsegmente auf der Mutterpflanze wurde ebenfalls 
untersucht. 
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Summary COLLET G., 1983. Communication personnelle. RAC, Changins. 

Rapid multiplication of potato with micropropagation 

Rapid multiplication of potatoes by means of cuttings as used at the Federal 
Research Station Changins is described in this publication. 
At the beginning, the propagation is made in glass tubes with sprout pieces 
of a healthy tuber. After 4 weeks in vitro, the plantlets have produced 4-5 
new leaves and a new cutting can be started. The stem pieces are pricked 
again but in an artificial medium like stone wool wetted with a nutritive 
solution. The cutting passes from a sterile medium to a non sterile one 
during growth. Other planting out of this material are made in rootballs 
(presse-mottes). At the last stage, the cuttings are planted in small pots or 
hotbeds in glashouses for tuber production. The obtained micro tubers 
weight about 3-20 grams. This material is then transmitted to the growers 
for normal seed production in the field. 

Several new potato cultivars cultivated in our country have been mult ipl i-
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 plants were also examined. 
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Influence of Temperature on in Vitro 
>Root Initiation and Development of 
Apple Rootstock M2^ 
CL. Le 
Station Fédérale de Recherches Agronomiques de Changins (RAC, 
CH-J 260 NYON, Switzerland 
Additional index words, tissue culture. Malus, micropropagation 

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 
pointed out that in vitro apple rooting is af­
fected by different factors (2. 3. 5,*9. 13, 
14). The effect of temperature on in vitro 
rooting in apple also has been investigated. 
but results have been contradictory (3. 8). 
The lack of information on the effect of tem­
perature on in vitro rooting of apple in adult 

>and juvenile growth phases prompted this in­
vestigation. This paper reports the quantita­
tive response of apple rootstock M26 in adult 
and juvenile growth phases to different tem­
peratures applied during the root initiation 
phase. 

The cultures of apple rootstock M26 adult 
and juvenile growth phases used 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 previously ( 15). 
Shoot cuttings taken from the mother cul-

Received for publication 15 Oct. 1984. We ex­
press our thanks to 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 supported by the Swiss Federal 
Agr. Dept. The cost of publishing this paper was 
defrayed in part by the payment of page charges. 
Under postal regulations, this paper therefore must 
be hereby marked advertisement solely to indicate 
this fact. 

tures (14th subcultures) were transferred on 
a modified Murashige and Skoog's medium 
(10) supplemented with (per liter) 100 mg 
myoinositol, 0.4 mg thiamine-HCl, 1.0 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 ml jar and auto-
claved at 1210C (1.1 kg/cm2) for 15 min. 
There were 4 shoots cuttings per jar. The 
cultures were maintained in a growth cham­
ber at 22° ± 1°C with a 16 hr photoperiod 
at an irradiance intensity of 8.6 (xrnol s~'m~2 

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 proliferating shoots were 
placed in 25 x 150 mm test tubes containing 
15 ml of half-strength Lepoivre formula me­
dium (11). The medium was supplemented 
with (per liter) 100 mg myo-inositol, 0.4 mg 
thiamine-HCl, 0.3 mg indolebutyric-acid 
(IBA), 20 g sucrose, and 7 g Difco Bacto-
Agar. The pH was adjusted to 5.2 and the 
medium autoclaved for 15 min at 121 °C ( 1.1 
kg/cm2). The effect of temperature-treatment 
on rooting was investigated by culturing shoot 
expiants at 3 different day/night tempera­
tures (22°/20°, 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 absent), expiants were 
transferred to a Lepoivre medium described 
earlier but containing no IBA, and kept in a 

climate chamber at 24°/22° day/night tem­
perature with a light period of 16 hr. Each 
treatment was tested on 25 microcuttings, 
and the experiments were repeated twice. The 
number of roots per expiant and the per­
centage of rooted shoots were recorded after 
11 days in the hormone-free medium during 
root emergence. 

As shown in Table 1, temperature during 
the root initiation phase had a marked influ­
ence on rooting in juvenile and adult growth 
phases. When cuttings were maintained at 
22°C. root development was not satisfactory; 
most cuttings had few or no roots. By in­
creasing the temperature from 22° to 25°, 
rooting percentage and mean number of roots 
per rooted shoot were increased. The maxi­
mum percentage of rooted cuttings was 72% 
in adult 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 M26 was reduced severely. These data 
contrast with those of other researchers. James 
observed no differences in rooting in apple 
rootstock M9 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 18° or 
23° (8). Moreover, lower temperature in­
duced anthocyanin formation and chlorosis 
in the cultures. In our experiments, such 
symptômes have not been observed at any 
temperature, but a small callus was produced 
at the cut end of the cuttings 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 rooted shoot at 28° also was re­
duced for both materials, suggesting that high 
temperature inhibits formation of adventi­
tious roots of rootstock M26. 

Our finding is unlike earlier results, prob­
ably due not only to the varying day/night 
temperature regimes used by Lane (8). which 
could reduce rooting capacity at low tem-

< 
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Table I. Effect of temperature during initiation 
phase on rooting of apple rootstock M26. 

Growth 
phase 

Juvenile 

Adult 

Temp 
treatment 

(0C) 

22 
25 
28 
22 
25 
28 

Rooted 
shoots 

(%•) 
36 
50 
16 
40 
72 
48 

No. of roots 
per rooted 

shoot (± SE) 

2.52 ± 1.0 a' 
4.03 ì 1.67 b 
2.75 ± 2.21 a 
2.71 ± 2.05 a 
3.87 ± 1.95 b 
2.83 ± 2.02 a 

'Mean separation within column by Duncan's 
multiple range test, 5% level. 

perature, but also to the fact that, in our ex­
periments. the transfer of cultures to hormone-
free medium after a short period of IBA-
treatment 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 auxin in both apple 
rootstocks M 9 and M26 (4), and in apple 
seedlings. The different levels could explain 
the different rooting responses between these 
two apple rootstocks and seedling with re­
spect to their sensitivity to temperature ap­
plication. 

12. 

13. 

rapport de synthèse de la station des cultures 14. 
fruitières et maraîchères du Centre de re­
cherches agronomiques de l'état B - 5800 
Gembloux (Belgique). 
Snir, I. and A. Frez. 1980. In vitro propa- 15. 
gation of Mailing Merton apple rootstocks. 
HortScience 15(5):597-598. 
Sriskandarajah, S. and CM. Mullins, 1981. 
Micropropagation of Granny Smith ap- 16. 
ple:factors affecting root formation in vitro. 
J. Hort. Sei. 56:71-76. 

Sriskandarajah. S.. G.M. Mullins, and Y. 
Nair. 1982. Induction of adventitious root in 
vitro difficult-to-propagate cultivars of ap­
ple. Plant Sci. Let. 24:1-9. 
Welander, M. 1983. In vitro rooting of the 
apple rootstock M26 in adult and juvenile 
growth phases and acclimatization of the 
plantlets. Physiol. Plant. 58:231-238. 
Werner. E.M. and A.A. Boe. 1980. In vitro 
propagation of mailing 7 apple rootstock. 
HortScience 15(4):509-510. 
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Multiplication clonale in vitro du pommier 
(Malus domestica Borkh., var. Gravenstein) 
C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-I260 Nyon 

Introduction 

Les cultures de tissus in vitro ont été développées chez 
le pommier (Malus domestica Borkh.) durant la der­
nière décennie comme moyen de reproduction par 
voie végétative (DUTCHER et POWELL, 1972 ; WALKEY, 
1972 ; QuoiRiN et al., 1974 ; ABBOTT et WHITELEY, 1976 ; 
JONES et al., 1977,1979 ; LANE, 1978 ; JAMES et THURBON, 
1979 ; LUNDERGAN et JANICK, 1980 ; SNIR et EREZ, 1980 ; 
WERNER et BOE, 1980) en vue d'obtenir de façon sûre 
et praticable des individus conformes aux types 
parentaux, avec un taux de multiplication élevé. 

' Partant de matériel végétal de base (bourgeons dor­
mants ou en croissance active), la culture in vitro du 
pommier suit en principe quatre étapes successives, à 
savoir: 

1. L'installation du tissu initial en milieu axénique. 

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

3. L'enracinement de jeunes pousses (microboutu­
res) en vue de la régénération en plantes entières. 

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

De nombreux facteurs portant sur les conditions de 
l'environnement, les caractéristiques physico-chimi­
ques des milieux de culture, susceptibles d'exercer 
une influence sur le bon déroulement de ces différen­
tes étapes, selon le type de matériel mis en culture 
(porte-greffe ou variétés), ont aussi été signalés par 
ces mêmes 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 entières 
capables de poursuivre leur croissance en milieu de 
culture traditionnel, dans le but d'une reproduction 
accélérée in vitro. 

Matériel et méthodes 

Matériel végétal 

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

Phase d'installation 
Des extrémités de tige de 4 à 5 cm de longueur sont prélevées sur des 
rameaux-greffons en pleine croissance, au mois de juin. Les feuilles ayant 
été enlevées, les boutures sont désinfectées superficiellement par un trem­
page (5 à 10 secondes) dans de l'éthanol à 70%, suivi d'un double passage 
dans une solution d'hypochlorite de sodium à 0,8%, pendant 12 minutes 
chacun, avec quelques gouttes d'un mouillant de type Teepol. Elles sont 
ensuites rincées trois fois à l'eau stérile et essuyées entre deux feuilles de 
papier filtre stérile. Les extrémités de tige ainsi préparées sont alors rafraî­
chies à leur base de façon à obtenir des explantats (Apex) dont la taille n'ex­
cède pas 1 cm de longueur, que l'on dispose sur le milieu nutritif, en respec­
tant leur polarité. 

Le milieu de culture de base se compose de sels minéraux de MURASHIGE et 
SKOOG (1962), avec du FeNaEDTA à la place de Na2EDTA et FeS04.7H20, à 
raison de 40 mg/1, renfermant diverses substances de croissance (tabi. 1). Le 

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

Macro-éléments (mM) 
NH4NO3 

KNO3 

MgSO4- 7H2O 
KH2PO4 

NH4H2PO4 

Ca(NO3I2 • 4H2O 
CaCI2 • 2H2O 

Micro-éléments (fiM) 
ZnSO4 -7H2O 
H3BO3 

MnSO 4 -4H 2O 
CuSO4•5H2O 
Kl 
Na2MoO4 • 2H2O 
CoCI2- 6H2O 
FeSO4 • 7H2O 
Na2 EDTA 
FeNa EDTA 

Vitamines (fiM/ 
Thiamine HCl 
Myoinositol 

Substances de croissance 
Ac. /3-indolyl-

butyrique (AIB) 
Benzyladénine* (BA) 

Ac. Gibbérellique (GA3) 

Saccharose 

Agar 

Murashige 
et Skoog (1962) 

20.6 
18,8 

1.5 
1.25 
— 
— 
3,0 

30 
100 
100 

0,1 
5.0 
1.0 
0,1 
— 
— 

100 

3,0 
550 

(fiM) 

0,5 
4,5 

(Installât.) 
0-50 

(Proliférât.) 
0,3 

3 % 

0 ,7% 

Lepoivre 
(1977) 

5.0 
17.8 

1.46 
2.0 
— 
— 
— 

30 
100 

4,5 
0.1 
0,5 
1.0 
0,1 
— 
— 

100 

3.0 
550 

0-10 
— 

— 

— 

2 % 

0,7% 

CMS 
(Collet, 1985) 

— 
12 

1.5 
— 

2 
3 

— 

10 
100 

50 
1.0 
5,0 
1,0 
0,1 

20 
60 
— 

— 
— 

— 
— 

— 

— 

2 % 

0 .7% 

'Pour la phase de prolifération, seule la Benzyladénine a été retenue dans le 
milieu de culture. 
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pH est ajusté à 6,0 avec du KOH à 0,1 N avant Pautoclavage. Les milieux 
sont stérilisés à l'autoclave pendant 15 minutes à 12O0C (1,1 kg/cm2 de 
pression). 

Les récipients de culture sont placés dans une chambre de croissance où ils 
reçoivent une photopériode de 16 heures par cycle de 24 heures. L'éclaire-
ment dont l'intensité est de 850 pW/cm2 au niveau des cultures est fourni 
par des tubes fluorescents de 65 W (Mazda Aviva TF 65/AVI). La tempéra­
ture est maintenue par un système de climatisation à 23±1°C le jour et 
18±1°C la nuit, durant toute la période de l'essai. 

Phase de multiplication 
La détermination du milieu de culture optimal favorable à la prolifération 
de nouveaux bourgeons est réalisée sur la base des réponses du matériel 
végétal, constitué d'extrémités de pousse (Apex) de 1 cm de longueur envi­
ron, sur un milieu nutritif de base (voir phase d'installation) contenant 
diverses concentrations d'une cytokinine, la Benzyladénine (BA) (tabi. 1 et 
2). L'environnement de culture in vitro reste identique à celui de la phase 
précédente. L'estimation du nombre moyen de pousses axillaires dévelop­
pées en présence de substance de croissance s'effectue après 4 semaines de 
culture, en ne tenant compte que des pousses ayant atteint au moins une 
taille de 0.5 cm. 

Phase d'enracinement 
Cette phase consiste à prélever des jeunes pousses de 1 à 3 cm de longueur 
en pleine croissance in vitro et à les placer sur un milieu du culture de base 
de LEPOIVRE (1977) auquel sont ajoutées différentes concentrations d'acide 
/j-indolylbutyrique (AIB) (tabi. 1 et 3). 

Les cultures sont maintenues à l'obscurité pendant les sept premiers jours 
pour initier la formation de racines (phase d'induction), selon WELANDER 
(1983) et ensuite sont transférées à la lumière, sur un nouveau milieu nutri­
tifs CMS (COLLET, 1985) dépourvu de substance de croissance pour per­
mettre l'émission de nouvelles racines adventives (phase de développe­
ment). Les conditions de culture de cette dernière phase sont les mêmes 
que celles mentionnées pour l'installation et la multiplication. Le pourcen­
tage de microboutures enracinées ainsi que le nombre moyen de racines 
produites par explantat sont relevés après 20 jours de culture. 

Sevrage 

Les microplantes de pommier racinées sont repiquées 
en plaques multipots sur un substrat composé de 
TKS 1 80% et de Perlite 20%. Ces plaques multipots 
sont placées ensuite sous une atmosphère saturée 
d'humidité pendant 10 jours et progressivement 
ramenées à 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 au moyen d'un 
fongicide du commerce (Zinèbe), à 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. 

BA 
wvMole/l) 

N 0 pousses/traitements Formation de cals2 

O 
0,05 
0,5 
2,5 
5,0 
7,5 

10,0 
50,0 

0 
0 
1,38 ± 0,50dv 
2,94 ± 1,40 c 
4,88 ± 1,71 b 
5,71 ± 1,64 b 
4,73 ± 1,05 b 
8,31 ±0,97 a 

— 
— 
— 
+ 
+ 
+ 
++ 

+++ 
vLes valeurs suivies d'une même lettre ne sont pas significativement différentes 
(p = 0,05), selon le test de Duncan. 
'Le nombre de signes + indique l'intensité relative de la formation du cal. 
( — : aucun ; + : faible ; ++ : moyen ; +++ : fort.) 

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

Résultats et discussion 

Installation 

En ce qui concerne l'infection des cultures par des 
microorganismes pathogènes au cours de l'établisse­
ment, il est intéressant de relever que selon notre pro­
cédé de désinfection (cf. Matériel et Méthodes), le 
taux de contamination représente, dans le cas pré­
sent, un faible pourcentage (5 à 8%) et que l'infection 
elle-même est de nature fongique. 
Au cours des essais préliminaires, nous avons pu 
observer le phénomène du brunissement de l'explan-
tat et du milieu nutritif dû probablement à une oxyda­
tion des composés phénoliques libérés dans le milieu 
par le tissu végétal fraîchement implanté. Ce genre de 
conditionnement du milieu provoque dans le cas pré­
sent un ralentissement dans le développement de l'or­
gane mis en place et très souvent un arrêt de crois­
sance éventuellement suivi de nécroses mortelles^ 
Pour parer à cet inconvénient, nous avons simple­
ment maintenu les apex de pommier à l'obscurité 
pendant les trois premiers jours de culture afin d'évi-

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

AlB (fiMole/1) » Enracinement N 0 racines/explantat» Qualité de l'enracinement 

0 
0,05 
0,5 
1,25 
2,50 
5,00 

10,00 
20,00 

8 
35 
40 
50 
50 
80 
80 
60 

1,30 ± 0.50d' 
2,20 ± 1,05 d 
2,80+ 1,12 d 
3,10 ± 1,50 cd 
3,25 ± 2,03 cd 
6,70 ± 3,07 b 
9.57 ± 3,20 a 
5,00 ± 3,79 bc 

Racines fines 
Racines fines 
Racines fines 

Racines fines et hétérogènes 
Racines fines et hétérogènes 

Racines hétérogènes 
Racines longues et homogènes 
Racines fines et hétérogènes, 

formation d'un cal léger 
vL'évaluation du pourcentage d'enracinement et du nombre moyen de racines adventives est réalisée sur la base de 20 explants/traitement. L'expérience a été répétée au 
moins trois fois. 
'Les valeurs suivies d'une même lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%. selon le test de Duncan. 
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ter toute possibilité de brunissement du;milieu nutri­
tif à la suite de la libération et l'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 milieu nutritif, 
et ainsi d'augmenter le taux de réussite à plus de 90% 
sur l'ensemble de nos cultures au terme de la phase 
d'établissement. Aussi, avons-nous appliqué ce mode 
de préparation à chaque nouvelle mise en culture 
d'apex de pommier pour la suite de nos travaux. 

WERNER et BOE (1980) ont remarqué que le brunisse­
ment des explantats initiaux a rendu difficile l'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 l'action favorable du diéthyldithiocarbamate de 
sodium (DIECA) sur la diminution de l'effet toxique 
des polyphenols sur la croissance des apex de pêcher 
(Prunus persica Batsch.). 

•
La production de pousses feuillées demeure pour 
cette phase encore modeste ; au bout de 5 à 6 semai­
nes de culture, nous avons pu obtenir, en moyenne, 
1 à 3 nouvelles pousses par explantat. Celles-ci, en rai­
son de leur contraction au niveau des entre-nœuds, se 
développent en de petites rosettes de 6 à 8 feuilles qui, 
transférées ultérieurement sur un milieu de multipli­
cation, ne tardent pas à 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 provoquer le développe­
ment de nouvelles pousses chez la variété Graven-
stein. L'absence totale de substance de croissance, 
tout comme la présence de très faible quantité de 
Benzyladénine (0,05//M/1) dans le milieu nutritif ne 
permettent pas la formation de primordia caulinaire. 
Le meilleur développement, dans nos conditions, a 
été obtenu avec les traitements renfermant 5,0 à 
10,0//M/1 de BA, ce qui augmente de manière signifi­
cative le taux de prolifération de nouvelles pousses 
feuillées (fig. I). Ces faits semblent être en parfait 
accord avec les résultats des travaux antérieurs (LANE, 
1978 ; JAMES et THURBON, 1979 ; LANE et Mc DOUGALD, 
1982 et OCHATT et CASO, 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 à 2,5//M/l) s'avèrent être peu ou pas 
efficaces pour induire l'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 endogènes 
de divers types d'organes, notamment les apex de tige 
feuillée, pourrait être à l'origine de cette faible prolifé­
ration, comme l'a démontré JONES (1967) dans ses tra­
vaux portant sur l'effet bénéfique de la Benzyladé­
nine sur la croissance des pousses de pommier porte-

F/;,'. /. Développement de nouvelles pousses sur milieu de Murashige et 
Skoog(1962) contenant 7,5 //M/1 de Benzyladénine(BA), après4à5 semai­
nes de culture. La barre représente une longueur de 1 cm. 

greffe M 26. Par contre, en augmentant la teneur en 
BA à 50,0 //M/1 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 
à la présence de forte concentration de Benzyladénine 
en formant de nombreux bourgeons axillaires. Toute­
fois, ces jeunes bourgeons sont généralement peu 
développés (0,2 à 0,4 cm de hauteur) et groupés en 
massifs, avec un fort développement de cal à leur 
base ; cela rend difficile leur prélèvement soit pour les 
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 phénomène de 
raccourcissement 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 à 22//M/1. Après avoir obtenu le dévelop­
pement de nouvelles pousses feuillées sur le milieu 
favorable à la prolifération, nous avons effectué 
encore plusieurs cycles de multiplication de façon à 
disposer de suffisamment de matériel végétal pour 
réaliser nos essais d'enracinement ultérieurs. Au 
cours de ces repiquages successifs sur le milieu de 
prolifération, nous avons observé une augmentation 
du nombre moyen de pousses produit par explantat, 

313 



Fig. 2. Microplante racinée après 4 semaines de culture sur milieu nutritif 
renfermant 10//M/1 d'acide ß-indolylbutyrique (AIB). La barre représente 
une longueur de 1 cm. 

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

Enracinement 

L'examen des résultats du tableau 3 montre que l'apti­
tude à l'enracinement des microboutures de Graven-
stein est fortement influencée par la présence de 
l'acide /3-indolylbutyrique (AIB) dans le milieu de cul­
ture. Cette action favorable de IAIB à la prolifération 
des racines adventives s'accroît de manière significa­
tive à mesure que l'on augmente sa concentration 
dans les traitements de base. Ainsi, nous avons pu 
obtenir, dans nos conditions d'expérimentation, l'op­
timum de réponse rhizogénique sur les cultures enri­
chies de 10//M/1 d'AIB (fig. 2). Dans ce milieu, les 
ébauches racinaires sont apparues après une dizaine 
de jours de traitement, à la taille d'une tête d'épingle, 
et ont continué leur croissance de façon régulière 
pour donner naissance à des racines longues et homo­
gènes. Des résultats comparables, avec la même 
teneur en AIB, ont été rapportés par JAMES et THUR-
BON (1979), SRISKANDARAJAH et MULLINS (1981) et 
OCHATT et CASO (1983) sur les porte-greffe M4, M9 et 
la variété Granny Smith. 

L'augmentation de l'AIB à 20//M/I et plus a par contre 
provoqué non seulement une diminution importante 

de nouvelles racines, mais encore l'apparition d'un cal 
à la base des explantats tendant à inhiber la croissance 
des microboutures. Cet effet défavorable à la forma­
tion des racines adventives, dû à la présence de forte 
concentration d'AIB, a été 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 
lorsque l'AIB a été apporté à des concentrations éle­
vées. Ces auteurs ont ainsi réussi l'enracinement des 
variétés Northern Spy, Stayman, Summer Rambo, 
Orzak Gold et du porte-greffe M26, en réduisant sen­
siblement l'apport de l'AIB à des doses allant de 0,05 à 
0,5//M/l. Dans nos essais, de telles concentrations en 
AIB ainsi que l'absence totale de l'auxine dans le 
milieu nutritif semblent ne pas permettre la mise en 
place, de façon convenable, de nouvelles racines chez 
la variété Gravenstein. 

Sevrage 

L'acclimatation selon notre procédé (cf. Matériel et 
Méthodes) a permis à plus de 95% de plantes so r t i e 
des tubes de continuer leur cycle de croissance à crnF 
que opération de transplantation sur substrat tradi­
tionnel (fig. 3). Il est important de noter que ces plan­
tes ainsi sevrées n'ont présenté aucune modification 
morphologique notable après 6 mois en conditions de 
culture de serre. 

Conclusions 

A partir d'explantats composés d'extrémités de pous­
ses (Apex) de Malus domestica Borkh. van Graven­
stein, nous avons montré, pour la première fois pour 
cette variété, par un contrôle 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 méristèmes axillae 
res préformés, qui après induction à l'enracinem^P 
évoluent en plantes entières capables de poursuivre 
leur croissance en milieu de culture traditionnel. 

Nos résultats démontrent également l'avantage de la 
technique de multiplication in vitro permettant tout 
au long de l'année d'envisager la production accélérée 
de clones de pommier intéressants, non seulement 
avec la certitude d'obtenir des individus exempts de 
maladies, mais encore avec l'assurance d'une grande 
homogénéité des descendants au cours de multiples 
cycles de reproduction. 
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F/g. 3. Jeune plante de Gravenstein sevrée depuis 8 semaines en serre. 
La barre représente une longueur de 10 cm. 

Résumé 

Des cultures de tissus de la variété de pommier Gravenstein (Malus domes­
tica Borkh.) ont été réalisées à partir d'extrémités de pousses sur un milieu 
nutritif de base de MURASHIGE et SKOOC (1962) modifié, contenant 7.5//M/1 
de benzyladénine (BA). La formation des racines adventives a été obtenue 
en cultivant les jeunes pousses en phase de croissance active sur un milieu 
de LEPOIVRE (1977) renfermant 10//M/1 d'acide indolylbutyrique (AIB) pen­
dant une semaine et en les transférant par la suite sur un milieu nutritif 
CMS (COLLET. 1985) dépourvu d'AIB. Des plantes enracinées ont ainsi été 
acclimatées avec succès sur substrat de culture traditionnel. 

Zusammenfassung 

Gewebekultur von der Äpfelsorte Gravenstein (Malus domestica Borkh.) 
wurde mit Triebspitzenkultur auf einem Veränderten MURASHIGE & SKOOG-
Basal-Medium (1962) mit 7.5 fiM/\ Benzyladenin (BA) durchgefürht. 
Die Adventivwurzelbildung wurde hervorgerufen durch Subkultur von 
jungen aktiven Sprossen auf einem LEPOivRE-Medium (1977) mit 
10/UM/l 3-Indolylbuttersäure (IBA) während einer Woche und danach in 
einer CMS (COLLET, 1985) Nährlösung ohne IBA. Bewurzelte Pflanzen 
wurden mit Erfolg in gärtnerische Substrate verpflanzt. 

Summary 

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

HIGE and SKOOG ((1962) basal medium supplemented with 7.5 //M/1 
Benzyladénine (BA). Adventitious roots formation was induced by subcul-
turing young actively growing shoots on a LEPOIVRE medium (1977) with 10 
fiM/l indolebutyricacid (IBA) fora week and then transferring them to the 
CMS hormone-free medium (COLLET, 1985). Rooted plantlets were suc­
cessfully 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 méristèmes. Premiers résultats 

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

Introduction 

Depuis que MOREL et MARTIN (1955) ont montré pour 
la première fois la possibilité de régénérer des clones 
de pomme de terre (S. tuberosum L.), atteints de 
maladies à virus, par la culture in vitro des extrémités 
de pousses (méristèmes), de nombreux travaux ont 
confirmé l'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 (KASSANIS, 
1957 ; MOREL et al., 1968 ; PENNAZIO et REDOLFI, 1974 ; 
GREGORINI et LORENZI, 1974; MARANI et PISI, 1977). 

Toutefois, la réussite de l'élimination des agents 
pathogènes viraux sur la pomme de terre s'est avérée 
être fortement influencée d'une part par le type de 
virus à éradiquer (MOREL et al., 1968 ; STACE-SMITH et 
MELLOR, 1968 ; PENNAZIO, 1971) et d'autre part par l'im­
portance de la taille des méristèmes prélevés sur les 
plantes malades. Le risque de contamination des frag­
ments de tissus végétaux par les virus s'accroît rapide­
ment avec l'augmentation de la taille des explantats 
mis en culture (HOLLINGS, 1965; STACE-SMITH et 
MELLOR, 1968; KASSANIS et VARMA, 1967; SIP, 1972; 
PENNAZIO et REDOLFI, 1974; MARANI et PISI, 1977). 

Afin d'améliorer le taux de guérison de plantes attein­
tes de maladies à virus, certains auteurs ont recours à 
l'utilisation de substances antimétaboliques permet­
tant ainsi l'inhibition du pouvoir infectieux des virus 
(NORRIS, 1954 ; THOMSON, 1956 ; QUAK, 1961 ; PENNAZIO, 
1973), d'autres ont cherché à associer le traitement à la 
chaleur (thermothérapie) des plantes mères à la cul­
ture de méristèmes (THOMSON, 1956; STACE-SMITH et 
MELLOR, 1968 ; MOREL et al., 1968 ; MELLOR et STACE-
SMITH, 1970; SIP, 1972 ; Mc DONALD, 1973 ; PENNAZIO, 
1971 ; PENNAZIO et VECCHIATI, 1978 ; FACCIOLI et RUBIES-
AUTONELL, 1982), ou ont pratiqué la thermothérapie 
soit sur des microboutures cultivées en tube (NOZE-
RAN et al., 1977), soit sur les méristèmes établis in vitro 
(PENNAZIO et al., 1979). 

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

Le présent travail a été réalisé dans le cadre d'une col­
laboration entre l'Institut des sciences agronomiques 
du Burundi (ISABU), 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 végétal 

Le matériel végétal utilisé dans notre essai consiste en 
tubercules de la variété de pomme de terre Sangema 
en provenance de Burundi (Afrique centrale) ; ces 
tubercules sont, d'après le test immuno-enzymatique 
ELISA, 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
riel de départ à l'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 à la tempéra­
ture de 20 ± I0C, avec un apport supplémentaire de 
lumière de 700 /iW/cm2(tubes fluorescents AVIVA de 
Mazda/TF 65 AVI), au niveau des cultures, ont été 
désinfectées en surface par un passage rapide dans de 
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Tableau 1. Composition du milieu CMS pour les pommes de terre (mg/l). 

Macro-éléments Oligo-éléments Organiques 

KNO3 (1212) 

Ca(NO3J2 4 aq. (710) 

MgSO4 7 aq. (370) 

NH4H2PO4 (230) 

MnS04.1 aq. (8,4) 

H3BO3 (6,2) 

ZnSO4 7 aq. (2,87) 

FeS04.7 aq. (5,56) 

Na2EDTA (22,4) 

Kl (0,83) 

CuSO4 5 aq. (0,25) 

NaMo04.2 aq. (0,25) 

CoCI2.6 aq. (0,025) 

Myo-inositol (100) 

Thiamine HCI (1,0) 

Saccharose 20000 

Agar 7 000 

Le pH est ajusté à 5,7 avant autoclavage à 1210C pendant 15 minutes. 

l'éthanol à 70%, suivi d'un double trempage de 10 
minutes chacun dans une solution d'hypochlorite de 
sodium à 0,5%, additionné de quelques gouttes d'un 
mouillant de type Teepol. Elles sont ensuite rincées 
3 à 4 fois à Feau stérile et essuyées entre deux feuilles 
de papier filtre stérile. 
Les fragments de tige ainsi préparés sont découpés en 
tronçons de 1 cm environ (fig. I), que l'on place dans 
des tubes de culture de 25 X 150 mm, recevant 15 ml 
d'un milieu nutritif approprié (CMS, COLLET, 1985) 
inspiré de celui de MuRASHiGEet SKOOG(1962) (tabi. 1). 
Les tubes de culture sont placés dans une chambre de 
croissance (type Weiss-12'E/lU-PK) où les conditions 
de photothermopériodicité sont: 16 heures de 
lumière (1800 ,üW/cm2 [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 ± I0C la nuit. 
Après 4 semaines de culture, les jeunes microplantes 
développées à partir des premiers fragments (fig. 2) 
sont retirées des tubes et fragmentées à 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 même composition que celui men­
tionné plus haut afin de poursuivre leur croissance et 

I r 

ainsi fournir du matériel pour d'autres cycles de 
reproduction (NOZERAN et ai, 1977), cela en vue d'ob­
tenir rapidement un stock de plantes de base nécessai­
res à l'opération de traitement à la chaleur in vitro. 

Thermothérapie in vitro 

Les microboutures fraîchement repiquées renfer­
mant chacun un bourgeon axillaire sont cultivées en 
enceinte climatisée (cf. Microbouturage in vitro) p e n ^ 
dant deux semaines jusqu'au stade de 3 à 4 feuilles éj 
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'à 37 ±0,5 0C au niveau des micro­
boutures (mesures effectuées à l'aide d'un thermo-
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Fig. I. Explantat initial prélevé sur une pousse de pomme de terre. 
(Photo Le) 

Fig. 2. Microplante de pomme de terre coupée en segments pour un nou­
veau repiquage. (Photo Le) 
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I 0,2 mm 

Fig. 3. Bourgeon apical montrant le dôme méristématique (flèche) entouré 
de deux ébauches foliaires. (Photo Le) 

couple placé à l'intérieur des tubes de culture). Cette 
température est maintenue pour une durée allant de 
O à 18 jours, périodes nécessaires à l'inhibition du pou­
voir infectieux des agents pathogènes, tandis que se 
poursuit la croissance végétale. Les cultures sont 
éclairées à raison de 16 heures/jour (1200 /zW/cm2, 
tube fluorescent Philips de type blanc : TL E32W/33). 
L'humidité relative de 70% dans l'incubateur est assu­
rée. 

Culture de dômes méristématiques 

A la sortie du traitement à la chaleur, on procède 
à l'extraction des dômes méristématiques (apicaux 
et axillaires) sur les microboutures et à leur culture 
in vitro; 
— sous une loupe binoculaire (grossissement 25 

fois), éclairée au moyen de fibres optiques, on éli­
mine d'abord les très jeunes feuilles enveloppan­
tes du bourgeon avec une Fine aiguille afin de 
dégager le méristème qui apparaît sous la forme 
d'un dôme réfringent (fig. 3); puis à l'aide d'un 
scalpel muni d'une lame chirurgicale (N011), on 
isole la partie extrême du bourgeon, avec en géné­
ral une ou deux ébauches de feuille, dont la 
dimension varie entre 200 et 300 ß, en pratiquant 
deux entailles en forme de V vers la base du dôme 
méristématique. Ensuite on transfère rapidement 
le morceau de tissu dans un tube de culture de 10 X 
100 mm contenant un milieu nutritif composé des 
macro-éléments de MOREL et MÜLLER (1964), des 
micro-éléments de MURASHIGECÌ SKOOG(1962), de 
Thiamine (0,1 mg/1) de Pyridoxine (0,5 mg/1), 
d'acide Nicotinique (0,5 mg/1), de Myo-inositol 
(100 mg/1), d'acide Gibbérellique (0,1 mg/1), de 2 % 
de saccharose et de 0,6% d'Agar (Difco Bacto 
Agar). Le pH du milieu est à 5,7 avant autocla-
vage; 

— après 8 à 10 semaines de cultures, les massifs 
méristématiques ont donné naissance à des plan-
tules de 1 à 2 cm de hauteur que l'on a pris soin de 
repiquer sur le milieu nutritif CMS afin de leur 
permettre de se régénérer complètement. 

Sevrage et culture en serre 

Déjeunes microboutures issues des méristèmes de 1 à 
2 cm de longueur environ sont repiquées dans des 
mottes, petits cubes de 3 cm de côté renfermant un 
mélange de terreau du commerce et de sable dans une 
proportion de 4:1. Les mottes ainsi préparées sont dis­
posées dans des caisses à raison de 70 à 80 pièces cha­
cune. Un traitement anticryptogamique au moyen du 
fongicide M 555 à la concentration de 0,2% a été éga­
lement appliqué sur l'ensemble des microboutures 
avant leur mise à l'étouffée pour une durée de 72 heu­
res. La température est de 25 0C de jour et de 200C de 
nuit avec un éclairement de 680 //WVcm2 (tubes fluo­
rescents Mazda Aviva TF 65 AVI) pendant 14 heures 
par jour. 
Lorsque les plantes atteignent une taille de 8 à 10 cm 
environ, on les transfère dans des pots de 8 cm de dia­
mètre et on les place en serre pour leur permettre de 
poursuivre leur cycle complet de végétation. 

Contrôle virologique 

La détermination de la présence des virus X et S dans 
le matériel végétal régénéré est réalisée à différents 
stades de croissance (plantes en tube ; plantes 
adultes; tubercules) au moyen des contrôles effec­
tués au microscope électronique et du test immuno-
enzymatique ELISA, mis au point par GUGERLI (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 à une période de haute tempéra­
ture, aucun des échantillons issus de ces méristèmes 
ne permet la reconstitution de plantes saines. Ce 
manque d'efficacité contre les agents pathogènes a 

Tableau 2. Influence du traitement par thermothérapie 
sur l'élimination des virus X et S par culture 
de méristèmes de la variété de pomme de terre 
Sangema. 

Nombre de jours 
à 37.5 OC 

O 
6 

14 
18 

Méristèmes" 
mis en culture 

10 
14 
12 
16 

Plantes* 
développées 

5 
8 
7 
7 

Plantes* débarrassées 

X 

_ • 

2 
4 
7 

ae virus 
% S 

O 
25 
57 

100 

_ 
-CM

 

7 

% 

0 
0 

30 
100 

'Moyenne obtenue au cours de deux essais. 
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Fig. 4. Plant de pomme de terre Sangema assaini (à gauche) et infecté de 
virus X et S (à droite). (Photo Le) 

aussi été remarqué par MOREL et MARTIN (1968) qui 
ont fait état de l'impossibilité de régénérer des clones 
de pomme de terre atteints de virus X et S (moins de 
1 % de réussite) par un prélèvement direct des méristè-
mes sur des sujets malades ou par une simple thermo­
thérapie du matériel infecté. Aussi ont-ils suggéré 
l'association d'un traitement de thermothérapie à la 
culture in vitro des méristèmes afin de permettre l'ob­
tention d'un plus fort pourcentage de plantes indem­
nes de viroses. 

Existe-t-il des conditions limites garantissant le suc­
cès dans cet assainissement ? Une comparaison de nos 
premiers résultats à ceux de la bibliographie montre 
qu'une température minimale est requise indépen­
damment de la durée. Ainsi une marge de tempéra­
ture entre 33 et 370C, même après 6 à 8 semaines, ne 
permet pas un assainissement complet (STACE-SMITH 
et M ELLOR, 1968: 88% de son cultivar «White Rose» 
sont débarrassés du virus X, 63% du virus S). 
SIP (1972) constate aussi sur 2 autres variétés « Jara » et 
«Raika» que dans ces conditions 125 jours ne suffi­
sent pas à l'élimination complète du virus S. PENNAZIO 
(1971) entre 33 et 35°C sur un 4e cultivar « Piatellina» 
n'a que 6 % de succès après 20 jours dans l'élimination 
de-ces viroses. Craignant des températures supérieu­
res à 35°C, qui diminuent le pourcentage de méristè­
mes survivants, PENNAZIO en 1979 préconise une 
durée plus longue (42 jours) à 320C seulement, mais 
n'enregistre que 22% de réussite. Par contre Mc 
DONALD (1973) prétend éradiquer les virus X et S des 
variétés «Duke of York» et «Royal Kidney» en 23 
jours à 32-35 0C, mais sans donner un taux de réussite, 
tandis que FACCIOLI et al. (1982) débarrassent pour 
92% de leurs cultures les cultivars «Kennebec» et 
«Majestic» de leur virus X en 27 jours à 350C. S'il 
n'est pas impossible qu'il faille aussi tenir compte de 
différences variétales, ce qui est en cours de vérifica­
tion, 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 (37,50C) et les fortes pertes qui en résultent 
(50%) (tabi. 2). Ces premiers résultats montrent 
qu'après 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 vitro des pommes de terre, 
ce modeste résultat nous a permis d'assurer l'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 contrôlée par des 
cultures en pleine terre. 

Conclusion 

Au cours de ces essais, il nous est permis de considé­
rer que : 
— l'action exercée par l'élévation de la température 

sur la plante mère a pour effet d'inhiber la prolifé­
ration des agents pathogènes (virus X et S) sans 
pouvoir les éliminer; 

— seules les parties nouvellement formées pendant 
le traitement à la chaleur en sont dépourvues; 

— notre technique comprenant la régénération in 
vitro de plantes à partir des méristèmes prélevés 
sur des microplantes ayant subi préalablement un 
traitement de thermothérapie est une contr ibÄ 
tion pratique et commode pour l'assainissement 
des clones de pomme de terre gravement atteints 
de maladies à virus. 

Des travaux ultérieurs effectués sur d'autres variétés 
de pomme de terre (Hermès, Andigena) sont en cours 
de réalisation afin de vérifier l'efficacité de notre pro­
cédé d'assainissement. 
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Résumé % 

Dans cet article nous décrivons une technique d'élimination de virus X et S 
des plantes de pomme de terre par la culture des méristèmes prélevés sur 
des microplantes qui ont subi préalablement un traitement à la chaleur 
in vitro. Il est possible d'envisager, en utilisant cette méthode, l'obtention 
du matériel sain, de façon commode, dans Ie but de constituer un stock de 
plantes de la variété Sangema exemptes de virus. 

Summary 

A technique for freeing potato plants from potato virus X and S (PVX, PVS) 
by culturing meristem tips excised from in vitro heat treated minicuttings is 
described. Using the method it is possible to obtain pathogen-free material 
in order to produce virus-free stock of the potato variety Sangema. 

Zusammenfassung 

Eine Methode zur Eliminierung der X-und S-Viren (PVX, PVS) durch Kul­
tur von Kartoffelmeristemspitzen von in vitro wärmebehandelten Micro­
pflanzen wird beschrieben. Mit Hilfe dieser Methode ist es möglich virus­
freies Material zu gewinnen zur Schaffung eines virusfreien Bestandes der 
Kartoffelsorte Sangema. 
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Chroniques 

Stock grainier dans le sol 
Dans une culture annuelle, plus de 80% des adventi­
ces sont des plantes annuelles, c'est-à-dire des espè­
ces qui bouclent leur cycle biologique de la graine à la 
graine en une année, voire moins. Certaines pratiques 
particulières comme le «non-labour» ou la monocul­
ture de maïs favorisent une augmentation des espèces 
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 espèce annuelle c'est d'abord une énorme masse 
de semences enfouies dans le sol dont une proportion 
très restreinte, souvent moins de 10%, peut s'expri­
mer chaque année. Ce que l'on voit n'est en quelque 
sorte que le sommet de l'iceberg, et ne représente 
qu'une phase éphémère de la vie de la 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 à 
100 millions de graines viables par hectare. 
La lutte contre les mauvaises herbes est une nécessité 
que ne conteste personne, pas même le plus con­
vaincu des écologistes. Toutefois, une lutte raisonnée 
ne consiste pas à utiliser l'herbicide le plus perfor­
mant au moment le plus opportun. D'après une 
enquête récente menée en Allemagne, les désherba-
ges des céréales d'automne sont souvent inoppor-
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tuns, et dans le seigle les traitements ne sont souvent 
pas rentables dans la moitié des cas. On peut donc 
légitimement, dans ces situations, se poser la ques­
tion de l'opportunité du désherbage ou de l'intensité 
de la lutte qui est faite aux mauvaises herbes. Cepen­
dant, ces observations sont faites a posteriori, et s'il 
est possible de dire à la récolte que le traitement n'au­
rait pas été nécessaire, il est beaucoup plus difficile de 
prendre, au début de la culture, la décision de ne pas 
traiter. Dans certains cas, il est possible cependant de 
choisir une voie médiane, et de renoncer à un traite­
ment en prélevée pour n'intervenir qu'en post-levée 
lorsque cela paraît indispensable. Là encore cepen­
dant, la décision est difficile à prendre, car elle sup­
pose que l'on connaît des seuils de nuisibilité applica­
bles pour chaque culture en fonction des diverses 
adventices présentes. On connaît bien sûr certaines 
valeurs expérimentales de seuils de nuisibilités obte­
nues sur des modèles simples d'infestation monospé­
cifique. Or, une infestation n'est en principe pas 
monospécifique, et si elle l'est, c'est qu'une erreur 
antérieure a été commise ! Dans la plupart des cas pra­
tiques, il est donc bien difficile d'avoir à disposition 
des chiffres précis permettant de prendre, avec une 
sécurité absolue, la décision de ne pas traiter. Une 
telle décision repose sur une bonne connaissance de 
la parcelle pour l'ensemble de l'assolement et ne peut 
certainement pas être prise de cas en cas, en ne raison­
nant que sur un seul élément d'un ensemble com­
plexe. C'est à ce niveau que l'étude des stocks grai-
niers peut apporter une information complémentaire 
intéressante. 
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Régénération de la variété 
de pomme de terre Hermes 
par thermothérapie et culture de méristèmes 

C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-I260 Nyon 

Introduction 

Dans un article précédent (LE et COLLET, 1985), nous 
avons montré que la culture de méristèmes apicaux 
de microplantes de pomme de terre qui ont subi préa­
lablement un traitement à la chaleur in vitro a permis 
de reconstituer des clones sains de la variété Sân-
gema, infectée de virus X et S (PVX, PVS) de la 
pomme de terre. 
Afin de vérifier la validité de la technique, l'étude a 
été reprise sur la variété de pomme de terre Hermes 
qui a été récemment introduite dans l'assortiment 
suisse (GEHRIGER, 1985), et dont l'état sanitaire des 
plants de base à l'importation n'a pu donner satisfac­
tion durant ces dernières années (REUST, 1985). 

teur dont la température initiale est de 26 ± I0C, puis 
progressivement élevée pendant une semaine jusqu'à 
37 ± 5 0C (température observée à l'aide d'un thermo­
couple placé à l'intérieur des tubes de culture). Cette 
température est ensuite maintenue pendant une 
période de 0 à 18 jours, durée nécessaire à l'inhibition 
du pouvoir infectieux de l'agent pathogène, alors que 
se poursuit la croissance des jeunes plantes. 
L'appréciation de l'état sanitaire des plantes assainies 
est réalisée à différents stades de développement 
(plantes régénérées in vitro, plantes adultes) au 
moyen du test immuno-enzymatique ELISA mis au 
point par GUGERLI (1979). 

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'après 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 l'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 à 4 feuilles sont d'abord placées dans un incuba-

Résultats et discussion 

Survie des méristèmes 

A l'exception des échantillons qui ne sont pas soumis 
à l'action exercée par l'élévation de la température où 
l'on enregistre un taux de croissance élevé, tous les 
autres traitements présentent une forte diminution 
du taux de survie des méristèmes avec l'augmentation 
de la durée de traitement à la chaleur (cf. tabi. 1). On 
constate en effet qu'après 7 jours, 52% des méristè­
mes installés in vitro sont incapables de se développer 

Tableau 1. Influence de la durée de traitement par la chaleur (thermothérapie) sur l'élimination du virus S (PVS) 
par culture de méristèmes de la variété de pomme de terre Hermes. 

Nombre de jours 
à 37,5 »C 

0 
7 

14 
18 

Méristèmes établis* 
in vitro 

20 
25 
25 
25 

Plantes 
développées* 

15 
12 
10 
8 

(75%) 
(48%) 
(40%) 
(30%) 

non 

5 
13 
15 
17 

Plantes 
développées* 

(25%) 
(52%) 
(60%) 
(68%) 

Plantes 

0 
7 
8 
8 

de 
exemptes" 

virus S 

(0%) 
(60%) 
(80%) 

(100%) 

* Moyenne obtenue au cours de deux essais. 
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pour former de jeunes plantules. Cette perte de la 
capacité de régénération augmente (60%) lorsqu'on 
prolonge la période de haute température au-delà de 
sept jours. Ces observations sont confirmées par les 
travaux de PENNAZIO (1979) et par Lf. et COLLET ( 1985). 
L'inhibition de la croissance des méristèmes se mani­
feste en général soit par une nécrose précoce du tissu 
fraîchement installé, entraînant la mort de celui-ci 
après quelques jours de culture, soit par un retard du 
développement des cellules méristématiques, phéno­
mène conduisant tout d'abord à un arrêt temporaire 
de la mise en place de nouvelles structures végétati­
ves, et ensuite à la perte totale du pouvoir de régéné­
ration du massif primordial. 

Développement in vitro 

La reprise de croissance des méristèmes ayant subi un «itement à la chaleur n'a lieu qu'après 4 à 6 semaines 
culture, contrairement à ceux qui sont cultivés à la 

température ambiante où l'on observe une avance de 
15 à 20 jours au moins. 
Au cours des 30 premiers jours qui suivent le début 
de la réacquisition de l'activité des méristèmes, on 
assiste à la mise en place d'un massif de cellules qui 
évolue lentement et donne donc naissance à une nou­
velle pousse présentant des caractères primitifs 
(fig. I). Cet aspect archaïque dû à une activité prolifé-
ratrice accrue des cellules à vocation embryonnaire 
s'estompe complètement après le premier repiquage 
in vitro qui a lieu pendant la 8e semaine de culture : des 
feuilles entières bien développées rappelant l'état 
juvénile des plantes issues de semis viennent rempla­
cer les feuilles écailles; l'allongement des entre-
nœuds, à la base desquels des bourgeons axillaires 
sont bien reconnaissables ainsi que le développement 
du système racinaire, étape indispensable au recou­
vrement d'une vie autonome, font apparition au bout 

è 10 semaines in vitro pour les méristèmes ne subis-
t pas de traitement à la chaleur et de 12 à 14 semai­

nes pour ceux portés pendant une certaine période à 
haute température. 

Elimination du virus S 

Comme le montre le tableau 1, l'élimination du virus 
S de la pomme de terre (PVS) sur la variété Hermes a 
été fortement influencée par la durée de traitement 
à la chaleur que l'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 à 7 jours, 60% des méris­
tèmes développés in vitro sont débarrassés du virus S 
(PVS) : ce taux de réussite augmente fortement si l'on 
maintient les microboutures plus longtemps encore 
(14 jours et plus) à température élevée. Par contre, la 
suppression de la période défavorable à la proliféra­
tion de l'agent pathogène ne peut en aucun cas per­
mettre la reconstitution de plantes saines. Ces résul­
tats évoquent ceux obtenus par STACE-SMITII et 

Fig. I. Jeune plante de pomme de terre Hernies issue de méristème. après 
8 semaines de culture. La barre représente une longueur de I cm. 

MELLOR (1968) chez le cultivar «White Rose» et 
récemment par LE et COLLET (1985) chez le cultivar 
«Sangema». Chez ce dernier, il faut noter que l'effet 
de l'élévation de la température sur l'inhibition du 
pouvoir infectieux des agents pathogènes ne débute 
qu'au 14e jour, débarrassant près de 30% des méristè­
mes de leurs virus, alors que chez la variété Hermes, 
cette action a lieu, par contre, déjà après 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 le matériel Hermes ainsi que la nature même de 
ce cultivar pourraient être à l'origine d'une certaine 
sensibilité particulière à des conditions thermothéra-
piques, permettant ainsi l'élimination rapide de la 
maladie. 

Sevrage et culture en serre 

L'acclimatation selon notre procédé (Lf- et COLLET, 
1985) a permis d'obtenir plus de 95% de plantes via­
bles lors du transfert du milieu in vitro au milieu 
terreux conventionnel sur l'ensemble de nos essais. 
Il convient de signaler que les plantes régénérées 
in vitro, une fois transférées en condition de culture 
traditionnelle, ont évolué normalement (fig. 2) et 
n'ont présenté aucune modification morphologique. 
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Fig. 2. Plantes de pomme de terre Hermes 
cultivées en serre. 

Conclusion 

Nos résultats montrent que la régénération des clones 
de pomme de terre de la variété Hermes est condition­
née par l'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 à la température de 37,5 0C, cela pen­
dant 7 jours au moins; 

— prélever ensuite les méristèmes nouvellement for­
més afin de reconstituer des individus entière­
ment débarrassés de leur virus S (PVS) sur milieu 
de culture artificiel. 
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Résumé 

On démontre ici !'action conjuguée d'une période de haute température in 
vitro (thermothérapie) et de la culture de méristèmes dans le but de débar­
rasser le virus S de la pomme de terre (PVS) sur la variété Hermes. 
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Summary 

The combined action of in vitro heat treatment period (thermotherapy) and 
meristem culture is demonstrated here in order to free the potato variety 
Hermes from potato virus S (PVS). 

Zusammenfassung 

Der kombinierte Einfluss einer Period mit erhöhter Temperatur in vitro 
(Thermotherapie) und der Meristemkultur der KarlolTelsortc Hermes, zur 
Eliminierung des Virus S (l'VS), wird beschrieben. 

315 



Multiplication in vitro de l'Hysope 
(Hyssopus officinalis L) 

C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-I260 Nyon 

Introduction 

Dans la dernière décennie, l'intérêt d'utiliser la cul-
^k ture in vitro pour améliorer la qualité des végétaux 

économiquement importants a été perçu favorable­
ment par des milieux professionnels de l'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 à 
grande échelle pour de nombreuses espèces orne­
mentales (HARNEY, 1982), agronomiques (CONGER, 
1981) et forestières (BAJAJ, 1986), avec l'assurance 
d'une parfaite conformité des plantes-filles aux carac­
tères sélectionnés des parents. 
Dans le cas de l'Hysope (Hyssopus officinalis L.). une 
espèce pérenne des régions méditerranéennes dont 
l'huile essentielle est fortement demandée par les 
industries alimentaires et pharmaceutiques (SIMON et 
al., 1984), il serait intéressant de pouvoir reproduire 
des clones sélectionnés pour leur teneur élevée en 
matière active, étant donné leur faible taux de multi-

^ plication par la méthode traditionnelle (REV. 1986). 

Matériel et méthodes 

Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé dans notre essai consiste en 
plantes-mères sélectionnées, pour leur richesse en 
matière active, par le Centre d'arboriculture et d'hor­
ticulture des Fougères (REY, 1986). 

Désinfection 

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

ensuite rincés trois fois à l'eau stérile et maintenus 
dans une solution d'anti-oxydant composée de 1% 
d'acide ascorbique et 1% d'acide citrique, jusqu'au 
moment de la mise en tube de culture. 

Préparation des explantats 

Après désinfection, les extrémités de tige sent alors 
essuyées entre deux feuilles de papier filtre srérile et 
sont rafraîchies à leur base de façon à obtenir des 
explantats dont la taille n'excède pas 1 cm de 
longueur; on les place ensuite dans des tubes de 
culture de 25 mm x 150 mm, recevant chacun 15 ml 
de milieu nutritif approprié aux différentes éuapes de 
culture (fig. I). 

Fig. I. Explantat initial composé d'extrémité de tige en phis-e d'établis­
sement. 
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Milieux de culture 

Le milieu nutritif de base se compose de sels minéraux 
de Nk RASHiGE et SKOOG (1962) avec du FeNaEDTA 
en remplacement de Na2EDTA et FeSO4 • 7H2O à rai­
son de 40 mg/1, 3 °o de saccharose. 0.7% d'agar (Difco 
Bacto-Agar). 1.0 mg/1 de thiamine. 0.5 mg/1 de pyri-
doxine. 0.5 mg/1 d'acide nicotinique et 100 mg/1 de 
myo-inositol. 
Etablissement: Pour la phase d'établissement, on 
ajoute au milieu de base 4,44 ^M (1 mg/1) de benzyl-
adénine (BA). 1 /uM (0,2 mg/1) d'acide ß-indolylbuty-
rique (AlB) et 0.57 ^M (0.2 mg/1) d'acide gibbérelii-
que (GA;). 
Multiplication: Dans le but d'induire la formation de 
nouveaux bourgeons, les explantats sont placés, après 
5 semaines en établissement, sur un milieu de base 
renfermant différentes concentrations de régulateurs 
de croissance, à savoir: 

— Benzyladénine (BA) : 4,44 ou 44,44 [xM 
(1 ou'10 mg/1); 

— Acide /?-indolylacétique (AIA): 1,14//M 
(0.2 mg/1); 

ou Acide yj-indolylbutyrique (AIB) : 0,49 /̂ M 
(0.1 mg/1); 

ou Acide a-naphtvlacétique (ANA): 0,53 /uM 
(0.1 mg/1). 

Enracinement: Trois différents modes de traitement 
ont été testés dans cet essai: 

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

— prétraitement inductif bref (PIB) : déjeunes pous­
ses d'hysope de 1 à 2 cm environ, en pleine crois­
sance active, sont placées sur un milieu agarisé 
contenant de l'acide de /?-indolylacétique (AIA) à 
la concentration de 300 fiM (52,5 mg/1) pendant 
5 heures précédant le transfert sur un milieu miné­
ral dépourvu de régulateur de croissance selon 
COLLET (1985), et sont maintenues par la suite à 
l'obscurité pendant 72 heures, à la température de 
280C (LÉ. 1985) pour favoriser la mise en place des 
foyers méristématiques évoluant en primordia 
racinaires. A la sortie du traitement thermique, les 
cultures sont transférées en photopériode de 16 h, 
pour permettre aux microboutures d'émettre leurs 
racines adventives; 

— prétraitement inductif long (PIL): il consiste à 
maintenir les microboutures sur un milieu enrichi 
de 0.49 uM (0,1 mg/1) d'acide /?-indolylbutyrique 
(AIB) pendant une semaine et à les transférer sur 
le milieu CMS (COLLET, 1985). Le pH des milieux 
de culture est ajusté à 5,7 avant autoclavage avec 
du NaOH ou HCl à 0,1 N ; les milieux sont ensuite 
autoclaves à 1210C (1,1 bar) pendant 15 minutes. 

Conditions de culture in vitro 

Les cultures sont placées dans une enceinte climati­
sée àia température de 23°C± I0C de jour et de 18 0C 

± I0C de nuit, et sont éclairées pendant 16 heures par 
cycle de 2- heures. L'éclairement dont l'intensité est 
de 850 /.T»V/cm: au niveau des tubes de culture est 
fourni par des tubes fluorescents (Mazda AVIVA TF 
65/AVI). L'humidité relative a été maintenue à 55°o 
± 5°o dar.s la chambre de culture. 

Sevrage 

Les micr: plantes d'Hysope racinées in vitro sont reti­
rées des tubes de culture et repiquées dans un subs­
trat horticole traditionnel composé de tourbe (TKS 1) 
et de sabie (1:1), après une période de préacclimata­
tion aliar.: de 48 à 72 h. durée pendant laquelle les 
microplar.tes sont ramenées progressivement d'une 
atmosphère confinée à un environnement normal de 
culture er. conditions de serre. 

Résultats et discussion 

Etablissement 

Lors des premières installations in vitro, nous avons 
pu observer un brunissement marqué des tissus fraî­
chement préparés, malgré un traitement préventif à 
l'antioxycant (ac. ascorbique + ac. citrique) appliqué à 
la sortie ce la désinfection. Ce symptôme est apparu. 
sur certaines cultures, dès les premières heures qui 
suivent leur mise en place sur le milieu d'établisse­
ment et a provoqué par la suite la coloration du subs­
trat de culture et l'arrêt de croissance des explantats. 
L'oxydât: ?n des metabolites secondaires libérés dans 
le milieu ce culture lors de la préparation des explan­
tats pourrait être à l'origine de cette pollution du 
milieu de culture. Aussi, pour éviter cette altération 
du substrat nutritif le rendant impropre à la culture. 
nous avons maintenu les explantats d'Hysope à l'obs­
curité perçant les trois premiers jours de culture et le^^ 
avons transférés plusieurs fois sur un milieu neuW 
mais de même composition que celle utilisée en éta-
blissemer.:. jusqu'à ce que le phénomène de colora­
tion du milieu de culture disparaisse totalement et 
que la reprise de croissance des extrémités de tige 
commence à se manifester réellement. 

BROOME e: ZIMMERMANN (1978) ont signalé le brunisse­
ment des :issus de divers Rubus à la mise en culture. 
même après les avoir traités avec des substances anti­
oxydantes telles que l'acide ascorbique, l'acide citri­
que ou errore de l'hydrochlorure de cysteine, et seuls 
les transferts successifs des explantats sur un nou­
veau milieu après 1 ou 2 jours de culture, ont effecti­
vement ce rrigé ce défaut. RIPLEV et PREECE (1986) ont 
également fait état des précautions à prendre dans la 
préparation des explantats d'Euphorbia (action favo­
rable du transfert des apex fraîchement installés sur 
des milieux neufs après 1 à 5 jours), qui diminuent 
l'exsudati r-n des explantats à un seuil supportable et 
assurent ainsi un taux de survie de 100% de leurs 
cultures. 
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Tableau 1. 

Traitements 
N e 

Effets de diverses combinaisons de 
régulateurs de croissance sur la prolifération 
des nouvelles pousses feuillées chez l'Hysope 
(Hyssopus officinalis L.) en culture in vitro. 

Régulateurs 
de croissance 

(//Ml 

Nombre de nouvelles 
pousses développées/ 

explantatY 

Formation 
de c a l z 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

sans 

BA 
AIB 

BA 
AIB 

BA 
ANA 

BA 
ANA 

BA 
AIA 

BA 
AIA 

régulateurs 

(4,44) 
(0,49) 

(44,44) 
(0,49) 

(4,44) 
(0,53) 

(44,44) 
(0,53) 

(4,44) 
(1.14) 

(44,44) 
(1,14) 

0 

6,0 ± 1,5 

3,5 ± 1,2 

1.2 ± 0 , 4 

1.0 ± 0,2 

1.4 ± 0 , 3 

1,1 ± 0,5 

-

-

++ 

++ 

++ 

-

+ 

Y L'évaluation des diverses combinaisons de régulateurs de croissance est réali­
sée sur la base de 20 explantats/traitement. Les expériences ont été répétées au 

|moins deux fois. 
" z L e nombre de signes + indique la grosseur relative du cal à la fin de chaque expé­

rience ( - = aucun ; + = faible: ++ = moyenne). 

Multiplication des nouvelles pousses 
feuillées 

Fig. 2. Développement de nouvelles pousses sur le milieu de base de 
MURASHIOE et SKOOG 1^621 contenant 4,44//M de Benzyladénine (BA) et 
0.49//M d'acide /?-indoiylbuiynque (AIB). 

Lorsque les pousses axillaires obtenues sur les 
explantats initiaux ont atteint une taille de 0,5 à 1,0 cm 
environ, on les transfère sur un milieu de base enrichi 
de diverses combinaisons phytohormonales (cf. 
Matériel et Méthodes, et tabi. 1) pour provoquer le 
développement de nouvelles pousses feuillées. 

Comme le montre le tableau 1, l'adjonction de consti­
tuants hormonaux dans le milieu de culture est néces­
saire au développement des pousses feuillées chez 
l'Hysope cultivé in vitro. 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
l es pousses. Le meilleur développement, dans nos 
conditions d'expérimentation, a été obtenu avec le 
mélange de 4,44 /uM de benzyladénine (BA) et de 
0,49 (iM d'acide /?-indolylbutyrique (AIB); sur ce 
milieu, on dénombre une moyenne de 6 à 8 nouvelles 
pousses produites par explantat et par subculture de 
multiplication (fig. 2). Les pousses feuillées 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) à 44,44 /uM dans le même milieu 
de culture a diminué le taux de prolifération et la qua­
lité des pousses obtenues (cals) ; on assiste alors à un 
phénomène de raccourcissement des points végéta­
tifs qui sont en cours de développement (fig. 3). 

Le type d'auxine entrant dans la composition du 
milieu nutritif influence la formation des nouvelles 
pousses feuillées. Seul l'acide /?-indolylbutyrique 
(AIB) a montré une action favorable au développe­
ment de celles-ci, alors que l'acide /S-indolylacétique 
(AIA) et l'acide a-naphthylacétique (ANA) s'avèrent 

peu efficaces pour induire le nombre de pousses pro­
duites par explantat ; cette diminution significative de 
la capacité organogène s'accuse encore lorsqu'on aug­
mente la concentration en benzyladénine (BA) à 
44,44 /uM dans le milieu nutritif de base. 

Fig. 3. Inhibition de la croissance des nouvelles pousses feuillées sur le 
milieu enrichi de 44.44 uM de Benzyladénine (BA). 
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Enracinement 

Les résultats présentés dans la figure 4 montrent que 
le traitement à l'acide /?-indolylacétique (AIA) à la 
concentration de 300 //M, pendant 5 heures, provo­
que l'enracinement de plus de 90% des microboutu­
res. après 15 jours de culture. Le nombre moyen de 
racines produites par ce procédé s'élève à 5 nouvelle? 
racines par microbouture contre 1 racine obtenue dif­
ficilement (5 %) avec un traitement dépourvu de régu­
lateur de croissance (TE). L'incorporation de 0.5 uM 
d'acide /?-indolylbutyrique (AIB) dans le milieu de 
culture de base selon la technique PIL entraîne une 
augmentation insuffisante du pourcentage d'enraci­
nement (25%) et du nombre de racines formées par 
explantat. 

Dans nos conditions de culture, les microboutures 
traitées selon le procédé PIB font apparaître les pre­
mières ébauches racinaires dès le septième jour de 
culture. Ces ébauches évoluent assez rapidement er. 
racines bien formées sans apparition de cal à la base 
des microboutures. 
Des résultats comparables, avec la même teneur en 
auxine (AIA), ont été rapportés par COLLET (1985 ) su: 
le rosier, et COLLET et LÉ (1986) sur les variétés de 
pommier Gravenstein et Tohoku, et le porte-ereffe 
M26. 
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Fig. 4. Pourcentage (!"enracinement et nombre moyen de racines obtenu = 
selon divers modes de traitement chez l'Hysope (Hyssopus officinalis L. 
cultivé in vitro. (TE: sans régulateur de croissance: PIL: prétraitemerr. 
inductif long; PIB: prétraitement inductif bref.) 

Sevrage 

Le transfert des microplantes racinées in vitro en 
milieu de culture traditionnel, en serre, par passage 
progressif selon notre technique décrite plus haut 
(cf. Matériel et Méthodes) a permis d'obtenir plus de 
95% de jeunes plantes capables de poursuivre leur 
cycle de végétation, sur l'ensemble de nos essais. 
Il convient également de signaler que les plantes mul­
tipliées in vitro, une fois sevrées en serre, ont continué 
à évoluer normalement (fig. 5) et n'ont présenté 
aucune modification morphologique. 

Fig. 5. Jeunes plantes d'Hysope cultivées depuis 4 mois en serre. 

Au cours de cet essai, nous avons cherché à mettre a l P 
point une méthode de multiplication rapide de l'Hy­
sope (Hyssopus officinalis L.) qui pourra être facile­
ment appliquée aux nombreux clones sélectionnés 
par la RAC — Centre des Fougères, pour leur richesse 
en matière active et dont le taux de reproduction par 
voie conventionnelle demeure encore modeste. Nos 
premiers résultats d'expérience montrent que : 
— les extrémités de tige d'Hysope sont capables de 

produire des nouvelles pousses à un rythme rapide 
sous l'action d'un équilibre hormonal précis ; 

— les pousses ainsi obtenues peuvent être régéné­
rées en plantes entières moyennant un traitement 
inductif bref à l'acide /?-indolylacétique (AIA) 
selon COLLET (1985); 

— le transfert des microplantes en conditions de 
culture de serre est effectué sans difficulté particu­
lière permettant ainsi à plus de 95 % de plantes in 
vitro de poursuivre leur croissance et leur develop^ 
pement ultérieurs ; ^ 

— aucun signe de variation phénotypique n'a été 
décelé au cours de la culture en conditions de 
serre. 

Des travaux ultérieurs réalisés sur d'autres clones 
d'Hysope sont en cours de développement afin de 
vérifier l'efficacité de cette technique de micropropa-
aation. 
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Résumé 

Le présent article décrit une méthode de culture en milieux stériles de l'Hy­
sope (Hyssopus officinalis L.), qui permet l'obtention de 6 nouvelles pous­
ses par explantat mis en culture. 
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Des extrémités de tiges d'Hysope ont été cultivées sur un milieu nutritif 
gélose contenant les sels minéraux de base de MURASHIGE et SKOOG (1962). 
additionné de 4,44 //M de Benzyladénine (BA) et de 0,49 /iM d'acide 
/?-indolylbutyrique (AlB) pour induire le développement de nouveaux 
bourgeons. L'enracinement des nouvelles pousses (microboutures) a été 
obtenu en traitant les jeunes pousses avec de l'acide /5-indolylacétique 
(AlA) à la concentration de 300 ^M, pendant 5 heures, et en les cultivant 
par la suite sur un milieu de culture dépourvu de régulateurs de croissance 
(COLLET, 1985). Aucune modification morphologique des plantes issues de 
culture in vitro n'a été observée après le sevrage et la culture en conditions 
de serre. 

Summary 
A method for in vitro culturing of Hyssop (Hyssopus officinalis L.) which 
induces the formation of 6 new shoot primordia per expiant, is described in 
this publication. 

Young shoot tips of Hyssop (Hyssopus officinalis L.) are being cultivated on 
a basal MURASHIGE and SKOOQ (1962) salts medium supplemented with 4,44 
pM Benzyladenin (BA) and 0,49 /JM Indole-butyric acid (IBA) in order to 
induce shoot primordia formation. For rooting microcuttings were treated 
with 300^M Indoleacetic acid (IAA) during 5 hours, and then transferred 
on a hormone-free medium (COLLET. 1985). No obvious morphological 
changes were noticed after weaning and the transfer under green-house 
conditions. 

Zusammenfassung 
In diesem Artikel wurde eine Gewebekuliurtechnik für Ysop (Hyssopus 
officinalis L.) beschrieben, mit der wir 6 Knospen pro Expiant erreichen. 
Triebspitzen von Ysop (Hyssopus officinalis L.) wurden auf einem Agar-
Nährmedium kultiviert, die die Grundsätzlichen Mineralsalze von MURA­
SHIGE und SKOOG (1962) enthält, ergänzt durch 4,44 /*M Benzyladenin (BA) 
und 0,49 fiM /?-Indolyl-buttersäure (IBS), um die Bildung von neuen Kno­
spen zu bewischen. Zur Wurzelbildung wurden die neuen Stecklinge 
5 Stunden mit 300 ^M /J-Indolylessigsäure (IES) behandelt und dann auf 

ein Hormonfreies-Nährmedium überführt (COLLET, 1985). Nach der Akkli­
matisierung und dem Anbau im Treibhaus wurden keine morphologischen 
Veränderungen der in v/rro-kultivierten Pflanzen festgestellt. 
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Micropropagation de porte-greffes de pommier 
et de poirier 

f&$*ä 

V3 

I. Etablissement et multiplication in vitro 
de Pyrus malus L (M25, M26, M27, MM106, M9 
type Jork) et de Cy do nia oblonga Mill. (A) 

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

Introduction 

La production de porte-grefîe bien enracinés, de 
diverses vigueurs pour satisfaire aux besoins de la 
production fruitière selon les sols et climats, présente 
un grand intérêt pour la pratique arboricole. Elle se 
heurte néanmoins à de graves difficultés pour certai­
nes variétés telles que M9, M27 et Cydonia. 
La culture in vitro peut apporter des solutions à ce pro­
blème (ABBOTT et WHITELEY, 1976; QUOIRIN et al., 
1974 ; JONES, 1979 ; ZIMMERMAN et BROOME, 1980). C'est 
pourquoi nous avons examiné les conditions de pro­
duction in vitro de ces porte-greffe en les comparant à 
trois autres porte-greffe connus, M25, M26 et MM106. 
La micropropagation in vitro de ces porte-greffe doit 
obligatoirement passer par quatre étapes (LE, 1985 b) : 
• L'établissement in vitro ou adaptation à des condi­

tions artificielles de méristèmes enveloppés de 
quelques ébauches foliaires. Cette opération est 
délicate, mais une fois réussie, elle offre à ces bour­
geons des conditions idéales de développement. 

• 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 à la croissance 
de ces nouveaux bourgeons (généralement 3 à 
4 semaines) mais encore du nombre de ceux-ci uti­
lisables à chaque repiquage. 

• L'enracinement garanti de ces boutures in vitro. Un 
taux d'enracinement élevé peut être obtenu même 
pour des cultivars réputés difficiles à enraciner, 
grâce à une technique respectant les besoins phy­
siologiques de ces plantes. 

• Enfin le sevrage de miniplantes (2 à 3 cm), c'est-
à-dire leur réinsertion dans leur environnement 
naturel. Cette autonomie retrouvée ne doit pas être 
accompagnée de grosses pertes. 

Cet article décrit ces étapes pour les 6 porte-greffe 
choisis et les résultats obtenus depuis 1983 pour cer­
tains cultivars. 
La justification du choix de cette méthode est déve­
loppée dans la conclusion à la page 258. 
La publication se fera en plusieurs parties; la pre­
mière est consacrée à la description méthodologique 
et aux deux premières étapes, l'établissement et la 
multiplication in vitro. Les parties suivantes traiteront 
de l'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 1. 

Tableau 1. Porte-greffe de Pyrus malus (M26, M25, M27, MM106, J9) et Cydonia oblonga (Cyd A). 

M26 
M26 

M25 

M27 
MM106 

J9 

Cyd A 

Origine 

(East Mailing) 
(East Mailing) 

(East Mailing) 

(East Mailing) 
(East Mailing) 

(M9 type Jork) 

(East Mailing) 

M16 x M9 
M16 x M9 

Northern spy 
X M2 

M13 x M9 
Northern spy 

x M1 

Paradis jaune 
de Metz 

Cognassier 
d'Angers A 

Arrïv. RAC 

21.02.67 
21.02.67 

20.04.70 

13.04.72 
1954 

1954 

1968 

Etabl. in vitro 

17.06.83 
17.02.86 

20.02.86 

18.02.86 
19.02.86 

06.02.86 

18.08.83 

Code 

4221 
8620 

8618 

8621 
8622 

8606 

Cyd A 
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Fin. I. Ai conteneurs en polypropylene sortant de l'autoclave et que l'on 
peut conserver dans leur sac en papier ; B) détail des ergots permettant l'em-
pileniem des pots contenant le milieu nutritif. 

La culture in vitro est conduite en tube de verre 
Kimble R (150 X 25 mm) bouché avec des cap-o-test 
en polycarbonate, ou en pot autoclavable en poly­
propylene de 400 ml (Plastem) fermé par un couvercle 
en PVC stérilisé au préalable par rayonnement ioni­
sant (2 my Rad) ou par de l'oxyde d'éthylène (3-6%). 
Après avoir reçu la quantité désirée de milieu nutritif, 
ces pots peuvent être gerbes pour être stérilisés 
(1210C. 15 min.), permettant ainsi un appréciable gain 
de temps et d'espace (fig. I). 

Les milieux nutritifs utilisés ont pour base des 
milieux classiques (MuRASHiGEet SKOOG, 1962 ; Quoi-
RiN et ai, 1977 ; WALKEY, 1972 ; WERNER et BOE, 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 (IAA), Ac. 3-indolyl-
butyrique (IBA), Ac. 2,4-dichlorophénoxyacétique 
(2,4-D); cytokinine: 6-Benzylaminopurine (BAP); 
gibbérelline : Ac. gibbérellique (GA3) sont solubili­
sées dans quelques millilitres d'éthanol 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 à 230C pendant les 
16 heures de jour (Tubes fluorescents AVIVA/Mazda 
850 ^/W/cm2 au niveau des plantes). La température 
nocturne est maintenue à 200C. 

Tableau 2. Composition chimique des milieux nutritif* 
utilisés. 1 

(en mM| 

NH4+ 
N03-
P 
K 

Na 
Ca 
Mg 
S 

Fe 
B 
Mn 
Kl 

Zn 
Mo 
Co 
Cu 

Thiamine 
Myoinositol 
Pyridoxine 
Ac. nico-
tinique 

Panto­
thenate Ca 
Biotine 
Riboflavine 
Ac.p.amino-
benz. 
Ac. folique 

IBA 
2,4 D 
BAP 
GA 3 

Saccharose 
Agar 
pH 

Etablissement 

E 

10,30 
19,70 
0,60 

10,00 

0,00 
1,50 
0,75 
0,75 

0,05 
0,16 
0,11 
-

0,03 
0.001 
-
0,0001 

0,00296 
2,780 
-
0,00812 

0,00105 

0,00041 
0,00027 

0,00904 

0,00002 

Multiplication 

1/2 LP 

2,50 
16,40 

1,00 
9,90 

0,00 
2,50 
0,73 
0,73 

0,05 
0,10 
0,005 
0,0005 

0,03 
0,001 
0,0001 
0,0001 

0,00118 
0,555 
0,00243 

0,00406 

MCX 

20,60 
39,40 

1,25 
20,05 

0,00 
3,00 
1,50 
1.50-

0,10 
0,10 
0,10 
0,005 

0,03 
0,001 
0,0001 
0,0001 

0,00296 
0,555 
0,00243 

0,00406 

Phytohormones (en ^M) 

-
0,005 
4,44 
0,29 

2% 
0,6% 
5,8 

0,0 
-
4,44 
0,29 

2% 
0,6% 
5,5 

0,49 
-
4,44 
0,29 

3% 
0,6% 
5,7 

Enracinement 

CMS 

2,00 
18,00 
2,00 

12,00 

0,00 
3,00 
1.50 

..1.50 

0,02 
0,10 
0,05 
0,005 

0,01 
0,001 
0.0001 
0,001 

0,00296 
0,555 
0,00243 

0,00406 

-
-
-
-

2% 
0.7% 
5,7 

MCR85 

1,75 
12,20 

1,75 
0,00 

8,20 
2,00 
0,20 
0,20 

_ 
-
-
-
_ 
-
-
-

j» 
-
-

-
-
-
-

2% 
(0,7%) 
5,1 

La concentration des éléments et composés organiques est exprimée en minimo-
laire (mM) sauf pour les phytohormones (pM). Ie sucre et Cagar (%). 
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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, après désinfection super­
ficielle. Quinze jours plus tard, ils sont transférés sur 
le milieu de multiplication MCX du tableau 2 et y 
séjournent un mois. Ils sont alors repiqués, après divi­
sion éventuelle des touffes, sur des milieux neufs de 
multiplication (tabi. 2). 
Le matériel végétal utilisé dans notre étude comporte 
des rameaux de l'année, dont la dormance a été levée 
par quelques semaines de conservation en chambre 
froide (2 à 40C). Ces rameaux identifiés par une lettre 
sont fragmentés en plusieurs segments de 2 à 3 bour­
geons qui sont numérotés de manière à les situer sur 
le rameau à partir du bourgeon apical (tabi. 4). 
La désinfection superficielle du matériel végétal s'ef­
fectue par un passage rapide des fragments de 
rameaux dans l'éthanol à 70% pendant quelques 
secondes, suivi de deux trempages de 15 minutes cha­
cun, d'abord dans une solution d'hypochlorite de 
sodium à 1%, puis dans le Kohrsolin® à 3%. Les 
rameaux sont alors rincés trois fois à l'eau stérile, puis 
à l'éthanol à 70% pour faciliter leur essuyage. 
Sous une loupe binoculaire (grossissement 20 fois) 
éclairée au moyen de fibres optiques, la dissection des 
bourgeons permet le prélèvement du dôme apical 
excisé avec une ou deux paires d'ébauches foliaires. 
Ces explantats (apex de 0,5 à 0,8 mm) sont ensuite pla­
cés dans des tubes de verre (150 X 25 mm) contenant 
12 ml de solution nutritive gélifiée par de l'agar (E, 
tabi. 2) et sont maintenus dans l'environnement 
décrit plus haut. 

Multiplication 

Les subcultures de multiplication sont réalisées à par­
tir de bourgeons axillaires repiqués toutes les quatre 
semaines sur l'un ou l'autre des milieux nutritifs pro­
posés dans Je tableau 2. Le choix des bourgeons de 
repiquage est important pour assurer la qualité des 
«vitroplants», comme le montre cette étude. Ce tra­
vail a été conduit en veillant à attribuer à chaque nou­
veau bourgeon au moment de son repiquage un 
numéro matricule correspondant à 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 explantats au cours du temps et leur 
origine (tabi. 4). 

Enracinement 

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

Fig. 2. A) explantats de M26 après 4 semaines de cultures sur MCX ; B) repé­
rage des divers bourgeons (n° matricule)0: axe principal; 1 à4: bourgeons 
axillaires: T: touffe basale. 

A. Prétraitement inducteur long (PIL) 

Les microboutures sont plantées dans un milieu 
nutritif classique LP/2 ou appauvri CMS (tabi. 2), 
dont la composition hormonale est limitée à la teneur 
en auxine à basse concentration : AC 3-indolylbutyri-
que IBA à 10 /iM, et y séjournent pendant 15 à 
20 jours, dont les cinq premiers s'écoulent à l'obscu­
rité à 270C avant de revenir en situation photo-
thermopériodique normale (LE, 1985 a). Au terme 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 à 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 (IAA), radioactive ou non) fortement con­
centrée : 0,3-3 mM selon la variété et pendant quel­
ques heures (16 h). Ensuite les microboutures ainsi 
prétraitées sont repiquées sur un milieu appauvri et 
sans hormone (CMS — tabi. 2) jusqu'à l'apparition des 
racines (7 à 20 jours selon les cas). 

Sevrage 

Les microboutures enracinées commencent leur 
acclimatation en serre par l'ouverture des couvercles 
des conteneurs pendant 48 à 72 h avant d'être transfé­
rées sur un substrat horticole classique TKSl conte­
nant 20% de perlite. Après 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 l'établissement in vitro (tabi. 3) est 
mesurée en pour-cent des bourgeons en croissance 
axénique (sans autre organisme) par rapport à la tota­
lité des bourgeons mis en culture. Si l'établissement 
in vitro des porte-greffe M25, J9 et Cydonia A est rela­
tivement facile (plus de 80%), celui des autres porte-
greffe étudiés est plus délicat. Certains résultats 
(MM106) montrent que la réussite ne dépend pas que 
de la variété, mais aussi de l'état physiologique des 
bourgeons à la levée de dormance et de l'habileté de 
l'opérateur. 

Tableau 3. Etablissement in vitro des porte-greffe. 

Cultivar 

M26 
M26 
M27 
M25 
MM106 
MM106 
MM106 
J9 
Cydonia 

Clone 

4421 
8620 
8621 
8618 
8617 
8622 
8624 
8606 

A 

Date 

17.06.83 
05.03.86 
06.03.86 
20.02.86 
19.02.86 
20.03.86 
04.04.86 
06.02.86 
18.08.83 

Nbre de bourgeons 
expérimentés 

90 
99 
44 
49 
50 
88 
68 
45 
17 

Moyenne du % 
de réussite 

30% ± 10% 
34% ± 2 4 % 
36% ± 2 0 % 
80% ± 2 2 % 
26% ± 15% 
53% ± 2 0 % 
16% ± 6% 
82% ± 3 7 % 
1 0 0 % -

Chaque rameau {cf. tabi. 4) est analysé pour lui-même, la moyenne est établie sur 
10 à 15 rameaux. 

Cependant, le taux de multiplication de telle souche 
par rapport à telle autre est un paramètre important en 
terme de succès (commercial), et qui s'affirme au 
cours de subcultures successives, ce qui conduit au 
choix des meilleurs bourgeons: tableau 4. 

Tableau 4. Taux de multiplication des meilleurs clones 
au cours des premières subcultures 
(SC3- SC7), avec un exemple détaillé pour 
le M27 concernant le choix (cf. tabi. R 3). 

Cultivar 

M25 
MM106 
J9 
M26 
M27 
M27 
M27 
M27 
M27 
M27 

N 0 

bourgeon 

A15 
S13 
J5-10 
H12 
B10 
B18 
E13 
J10 
K6 
G14 

SC3 

3,1 
4,0 
2,0 
4,3 
2,5 
4,5 
4,1 
3,0 
5,0 
-

Su 

SC 4 

5,5 
1,8 
2,0 
3,3 
2,8 
2,2 
4,2 
3,0 
2,0 
2,4 

ibcultures 

SCs 

3,1 
2,3 
2,4 
3,0 
5,7 
2,8 
3,0 
5,0 
2,2 
4,0 

SC 6 

3,3 
2,3 
2,5 
3,0 
2,2 
4,0 
3,1 
2,3 
2,2 
3,5 

SC 7 

6,5 
2,4 
3,0 
3,7 
5,7 
2,8 
3,0 
5,0 
2,5 
4,0 

NBU/NBC 

115/18 
60/25 

-
37/10 
17/3 
11/4 
41/14 
10/2 
5/2 

26/6 

Obser­
vations 

• 
• 
» 
• 
C 
C 
* 
F 
C 
• 

N°bourgeon : lettre = identification du rameau ; chiffre =.N°d'ordre du bourgeon 
compté depuis le bourgeon terminal. NBU/NBC = nombre de bourgeons utilisa­
bles rapportés au nombre de bourgeons cultivés dans la dernière subculture SC7. 
Observations complémentaires : C = cals ; V = aspect vitreux ; F = fluctuation du 
taux de mult ipl icat ion; tous sont des facteurs d'él iminat ion; * <= choix final du 
clone. 

Multiplication in vitro 

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 
l'environnement physico-chimique (milieu nutritif, 
photothermopériode, vaisselle, etc.). 
Nous avons suivi le développement de plusieurs 
dizaines de bourgeons de chaque cultivar, prélevés et 
cultivés dans les mêmes conditions pendant quelques 
subcultures (SC 3 à 7 du tabi. 4). On constate que cer­
tains bourgeons sont plus productifs que d'autres, et 
que le taux de multiplication fluctue plus ou moins 
selon la souche ou le clone. Il en va de même en ce qui 
concerne l'apparition de cals, de tissus à aspects 
vitreux (hyperhydriques), ou la miniaturisation 
excessive des nouveaux bourgeons. Il apparaît ainsi 
clairement en suivant l'évolution d'un bourgeon au 
cours des subcultures successives (tabi. 5) que le taux 
de multiplication est moindre pour les axes prÄf-
paux (0) que pour les tiges issues de bourgeons axiïïai-
res (1 à n) (cf. fig. 2B). De même, on note une nette 
propension à la formation de cals ou de tissus vitreux 
pour des bourgeons issus de la base de la touffe (T), 
plus ou moins complètement 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 3491 de M26 
cultivé sur deux milieux nutritifs de multiplication 
MCX et LP/2 (tabi. 2) permet les constatations sui­
vantes (tabi. 6). Si la nature du conteneur — tube en 
verre ou pot en polypropylene — n'a pas d'importance, 
la composition du milieu nutritif est déterminante 
pour favoriser ou non la croissance (différences très 
significatives **). La quantité de milieu à disposition 
de chaque explantat joue également un rôle non 
négligeable pour ces cultures de 4 semaines. 

Quelle est la part de la composition minérale et celle 

256 



Tableau 5. Détail du choix d'un clone (E13 du M27). 

N° 
Bourgeon SC 3 SC 4 SC 5 SC 6 SC 7 

M27 E13 

0 . 0 / 1 / T 

1,0/1/2/3/T 

2 . 0 / 1 / 2 / 3 / T 

3. 0/T 

4, Oà 5/T 

T, 1 / 2 / 3 

0 ,0 ,0 /1 -4 
0, 1,0 
0, T C 

1,0,0, 0,/1 C 
1, 1,0-2/3 

1, 2 , 0 / 1 / 2 

1,3,0/1 

1,T, T C 

perdus 

3 ,0 ,0 -3 /4 /5 

3, 0, T C 

4 , 0 , 0 / 1 

4, 1, 0 /1 /2 

4, 2, 0 

4, 3, 0 

4, 4, 0 

4, 5, 0 

4, T, 0 

T, 1,0/1 

T, 2, 1 

T, 3 

0 , 0 , 0 , 0 / 1 / 2 

1,1,3 infecté 

1,2, 2 , 0 / 1 / 2 / 3 / 4 / 5 

3 ,0 ,4 ,0 -2 /3 /4 

3,0, 5 ,0 /1 

4, 0, 1,0/1 

4, 1, 2, 0 / 1 / 2 / 3 

4, 5, 0, 0 / 1 / 2 

4, T, 0, 1 / 2 / 3 / 4 / 5 

0, 0, 0, 0, 0-3 

1, 2, 2. 0 , 0 / 1 / 2 
1, 2, 2 . 3 , 0 / 1 / 2 / 3 
1, 2, 2. 4 ,0 /1 
1, 2, 2. 5,0-2 

3 ,0 ,4 . 3 , 0 / 1 / 2 
3, 0, 4, 4 N 

4,0, 1,0,0/1/2/3/4 
4,0, 1, 1, 0/1/2 

4, 1, 2, 2, 0/1/2/3 
4, 1, 2, 3,0/1 

4, 5, 0, 0, 0 à 4 
4, 5, 0, 2, 0 

4, T, 3, 0/ 1 
4, T, 4, 0 
4, T, 5, 0 

V 
V 

Lors de chaque subculture, l'apparition de nouveaux bourgeons est identifiée par le matricule de la subculture précédente augmenté d'un chiffre identifiant la position de 
chaque nouveau bourgeon. 
0 : axe principal; 1 à 10 bourgeons axillaires (fig. 2 ) ; 
T : touffe de très petits bourgeons noyés dans une masse tissulaire. 
Les chiffres gras correspondent aux bourgeons choisis pour la prochaine subculture de multiplication, de taille suffisante et sans défaut visible. 
Ex.: M27 E13 1, 2, 2, 0 / 1 / 2 / 3 - 5 signifie qu'i l y a 6 bourgeons recensés en SC6. dont 4- sont choisis pour prolonger la multipl ication. 
V / C / N : aspect vitreux. Gallogene ou nécrotique; tous facteurs d'élimination. 

Tableau 6. Comparaison des poids frais [PF (mg)] 
et du nombre de bourgeons utilisables 
(> 5 mm) [NBU] du M26/3491 
après 4 semaines de culture in vitro 
en conditions nutritives différentes (cf. tabi. 2). 

Milieux nutrit i fs 

, . Conteneur 
explant 

Tube 

12 ml 
Pot 
Plastem 

Tube 

6 ml 
Pot 
Plastem 

MCX 

PF (mg) 

972,3» 
±322,7 

958,4» 
±245,6 

635,2b 

± 220,6 

630,2b 

±147,3 

NBU 

5 7 ab-
±2,8 

6,9» 
±2,7 

4,6 "'<:' 
±2,8 

3,8«' 
±1.3 

1/2 LP 

PF (mg) 

523,2""1 

± 137,1 

530,3"' 
±169,6 

391,5e 

± 86,7 

345,7» 
±128,7 

NBU 

3,9 e' 
±2 .0 

3,0=' 
±1.5 

3,6"=' 
±1,5 

3,7 <=' 
±1,1 

•} 
Test de Duncan établissant une différence significative entre les résul­
tats non marqués par la même lettre. 
Chaque moyenne est établie sur 20 mesures. (P: 0,05) 

de la teneur en hormones dans les différences de 
croissance enregistrées entre les deux milieux nutri­
tifs MCX et LP/2? Dans une première sèrie expéri­
mentale où seule la composition en macro-éléments 
et en hormones diffère, nous relevons (tabi. 7) que par 
rapport au milieu nutritif de référence (MCX com­
plet), la 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 déjà limitées de 30% du milieu 
LP/2, il faut supprimer auxine et gibbérelline. Les 
résultats complémentaires suivants montrent pour 
une même teneur en hormones indispensables (BAP 
+ IBA) une modeste amélioration du poids lorsqu'on 
double la concentration en macro-éléments du LP/2 : 
de —39,4% (tabi. 7), on passe à —31% (466 mg en 
moyenne par explantat); tandis qu'en augmentant 
spécifiquement la teneur en ammonium de 4 fois 
celle du LP/2, pour la rendre proportionnellement 
égale à celle du MCX, l'accroissement du poids des 
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Tableau 7. Comparaison des effets hormonaux sur 
la croissance pondérale des micrdboutures 
de M26 cultivées sur les 2 milieux 
de multiplication proposés. 

Milieu nutritif - MCX complet 
% = _— x 100 

MCX complet 

Milieux 
minéraux 

MCX 

LP/2 

BAP 
GA 3 
IBA 

0% 
(réfé­
rence) 

- 3 3 , 8 % 

Teneur en 

BAP 

IBA 

+ 6,3% -

- 3 9 . 4 % -

phytohormones 

BAP 
GA 3 

-43 ,3% 

-32,5% -

BAP (4,44 iiM) 
(0.3 IiM) 
(0.5 JiM) 

— 

51,6% 

Chaque % est calculé sur la moyenne établie sur 2 répétitions comprenant 
20 explantats par variante. 

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

Discussion et conclusions 
Grâce au soin mis à préparer le matériel végétal des­
tiné à ces cultures in vitro, on met en évidence l'hété­
rogénéité du comportement interclones du M27, 
comme au long des subcultures (tabi. 4). Ces varia­
tions affectent non seulement le taux de multiplica­
tion, mais encore la croissance pondérale (tabi. 6) et se 
répètent pour les sept porte-greffe expérimentés dans 
ce travail. Néanmoins, au fur et à mesure des subcul­
tures, une plus grande régularité apparaît, conséquen­
ces probables des sélections conscientes ou non, 
réalisées à chaque repiquage. Ces observations sont 
semblables à 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 paramètres enregistrés au cours des 
premières subcultures, comme nous l'avons fait ici 
pour chaque cultivar. 

Les meilleures chances de culture in vitro appartien­
nent à des bourgeons de rang voisin de 12 dans le 
rameau original, quel que soit le cultivar expérimenté 
ici (tabi. 4). Le choix des bourgeons axillaires lors de 
subcultures successives est important. L'immersion 
plus ou moins complète des tissus (tiges et feuilles) à 
la base de l'explantat favorise l'absorption en quantité 
excédentaire de cytokinine (NORDSTRÖM et ELIASSON, 
1986) et peut-être d'ammonium, avec les conséquen­
ces fatales enregistrées. Ces observations répétées sur 
une quinzaine de bourgeons de chaque cultivar doi­
vent rendre prudent dans l'exercice de ce choix. Un 
milieu de multiplication abondant et riche est bénéfi­
que pour le développement des explantats du M26 
(tabi. 7) comme des autres porte-greffe. 

La justification pratique de l'utilisation d'une bio­
technologie plus difficile et coûteuse pour le pépinié­
riste doit s'appuyer sur la garantie qu'aucune autre 
technique traditionnelle ne soit en mesure de concur­
rencer cette méthode. Encore faut-il ne pas prêter à 
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 maîtrise. La micropropagation in vitro 
permet une production pratiquement illimitée déjeu­
nes plantes homogènes. Leur qualité phytosanitaire 
d'origine est garantie, ou même un assainissement 
peut être réalisé en complément de cette production 
facilitée, mais aucune qualité nouvelle de résistance 
aux maladies ou à d'autres stress (sécheresse, salinité, 
pollution, etc.) n'est directement impliquée dans ce 
mode de production. Certes cette technique peut con­
tribuer à l'amélioration génétique, sans en constituer 
l'élément essentiel. Enfin la conservation in vitro de 
plantes ligneuses présente les mêmes avantages que 
pour d'autres productions horticoles: faible encom­
brement, économies d'énergie et de travail et garantie 
phytosanitaire. 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous r e v l ^ 
drons sur l'importance de la qualité des milieux de 
multiplication, notamment sur l'enracinement. 
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Résumé 
Six porte-greffe de Pyrus malus L. (M25, M26, M27, J9. MM106) et de Cydo-
nia oblonga Mill, sont cultivés in vitro. L'importance du choix des explan­
tats sur le taux de multiplication et l'accroissement pondéral est mis en évi­
dence. La composition et la quantité du milieu nutritif à disposition des 
plantes jouent également un rôle majeur dans le développement de^^K 
micropropagation. ^ ^ 

Summary 

Six apple-rootstocks of Pyrus malus L. (M25, M26, M27. J9, MM106) and 
Cydonia oblonga Mill, were cultured in vitro. The importance of the choice 
of the explants on the rate of proliferation and on plant growth (fresh 
weight) was shown. The composition of culture media and the amount of 
nutritive solution provided for plantlets can also play a role in the develop­
ment of a method for rapid micropropagation. 

Zusammenfassung 

Sechs Unterlagen von den Apfelsorten Pyrus malus L. (M25, M26, M27, J9, 
MM106) und Cydonia oblonga Mill, werden in vitro kultiviert. Die Bedeu­
tung der Wahl der Explantate für die Vermehrungs- und die Wachstums­
rate werden beschrieben. Die Zusammensetzung der Nährlösung sowie 
deren der Pflanze zur Verfügung stehende Menge spielen auch eine grosse 
Rolle in der Entwicklung einer Methode zur raschen Massenvermehrung. 
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Micropropagation de porte-greffes 
de pommier et Ei^ poirier ' 

II. Enracinement /n wfro de Pyri/s malus L. (M25, 26, 27, MM106, 
M9 type Jork) et de Cydonia oblonga Mill. (A) 

G. F. COLLET et L. C. LÉ, 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 développées et un prétrai­
tement auxinique adapté à chaque 
cultivar. Une forte concentration 
d'auxine (0,3-3 mM IAA) associée à 
une brève durée de contact amé­
liore nettement la rhizogenèse de 
ces microboutures quel que soit le 
cultivar. L'étude de la distribution de 
l'IAA-2i4C et de son métabolisme 
confirme ces conditions optimales 
d'enracinement. 

Tableau 2. Comparaison des poids frais (mg) des microboutures de M26 selon compo­
sition hormonale du milieu nutritif MCX: BAP (Benzylaminopurine: 4,44 //M); IBA 
(Ac. 3-indolylbutyrique : 0,5 /JM); GA3 (Ac. gibbérellique: 0,3 //M). 

Introduction 

Dans cette deuxième partie de la publi­
cation traitant de la micropropagation 
in vitro des porte-grefïe, nous ne rap­
pellerons que l'essentiel des métho­
des, renvoyant pour plus de détails à la 
première partie (COLLET et LE, 1987). 
La phase d'enracinement constitue 
dans la propagation végétative des 
plantes une étape cruciale. Les diffi-

Moyenne des clones 
3483, 3491 et 8620 

Clone 4421 

BAP 
IBA 
GA3 

820 mg 

556 mg 

BAP 
IBA 

858 mg 

587 mg 

BAP 

GA3 

813 mg 

510 mg 

BAP 

626 mg 

412 mg 

IBA 
GA3 

151 mg 

119 mg 

-

105 mg 

96 mg 

cultes rencontrées avec des plantes 
ligneuses, particulièrement certains 
porte-greffe très appréciés (M9, Cydo­
nia) (CUMMINS et ALDWINCKLE, 1982 ; 
SEEMÜLLER et al., 1985) nous ont incités 
à examiner l'amélioration possible de 
cette production par les techniques de 
culture in viïro. Nous avons étendu aux 
porte-greffe fruitiers l'application mise 
au point sur le rosier (COLLET, 1985). 
Elle consiste à effectuer un Prétrai­
tement Inducteur Bref (PIB) par des 
concentrations élevées d'ac. 3-indolyl-
acétique (IAA), tel que décrit dans le 
chapitre Matériel et méthodes de la 
première partie de cette publication 
(COLLET et LE, 1987). Les résultats de ce 
prétraitement inducteur, dont les con­
ditions devraient garantir l'intégrité de 

Tableau 1. Comparaison des poids frais (PF en mg) et du nombre de bourgeons utilisa­
bles (NBU) obtenus après quatre semaines de culture in vitro sur MCX de microboutu­
res de différents clones de M26, en présence ou non de 0,3 //M de GA3. 

Provenance 
Clones 

MCX + GA3 

PF (mg) 

NBU 

MCX - GA3 

PF (mg) 

NBU 

RAC 

4421 

556= 
± 2 3 3 

4,3=' 
± 2,6 

587= 
± 3 0 5 

4,0=' 
± 3,2 

8620 

1011a" 
± 3 8 1 -

7,9*" 
± 4,6 

858" 
± 3 3 1 

6,2„'" 

± 2,8 

Gembloux 

3483 

793" 
± 3 3 8 

4,9" = 
± 2,3 

891 a " 
± 4 5 0 

4,7"=' 
± 2,8 

3491 

909ab 

± 3 1 6 

7,3a" 
± 3,6 

829" 
± 2 5 6 

6,3a" 
± 3,2 

Alnarp 
„GAW» 

705"= 
± 2 3 3 

5,7a" 
± 3,1 

772" 
± 2 8 6 

5,6a" 
± 3,6 

Test de Duncan a—c; a'—c': les valeurs repérées par la même lettre ne sont pas significativement différentes. 

l'IAA (DUNLAP et al., 1986). sont com­
parés à ceux obtenus par la technique 
usuelle soumettant pendant deux à 
trois semaines des microboutures à un 
contact permanent avec l'auxine à plus 
faible concentration (Prétraitement 
Inducteur Long: PIL). 

Matériel et méthodes 

Les variétés et clones utilisés dans cet­
te étude sont décrits dans la première 
partie (COLLET et LE, 1987, cf. tabi. 1), de 
même que la composition des milieux 
nutritifs (cf. tabi. 2), et les diverses 
techniques liées aux quatre phases de 
la culture in vitro : établissement, mul­
tiplication, enracinement et sevrage. 
En ce qui concerne la technique de 
prétraitement inducteur bref (PIB) par 
de l'ac. 3-indolylacétique (IAA), mar­
qué radioactivement ou non. la figure 1 
la résume et précise les zones à analy­
ser ultérieurement (i, é, F). La techni­
que usuelle de prétraitement induc­
teur long (PIL) consiste en un repiqua­
ge sur un milieu appauvri contenant 
0,01 ou 0,001 mM d'auxine pendant 
10-20 jours. 
Afin de permettre le passage des mi­
croplantes racinées en conditions de 
culture traditionnelle avec un maxi­
mum de réussite, elles sont soumises 
progressivement à l'environnement de 
serre de multiplication, puis repiquées 
dans un substrat approprié: tourbe 
TKS 1 (60%) + terreau du commerce 
(30%) + Perlite (5%) + sable (5%), et 
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Lr te opaque 

Ì , e , F: 2 O ries 
OU 

I -V : segments 
analysés 

Fig. I. Schéma décrivant le prétraitement inducteur bref (PIB). Les 
microboutures sont fichées (zone immergée i) dans un gel d'agar con­
tenant des concentrations élevées (0,3-3 mM) d'IAA. Zones de travail : 
i (immergé), é (émergé y compris l'apex), F (feuille complète). 

Fig. 2. Photo de microbouture de M26 en présence ou non d'auxine 
(IAA) avec enracinement ou non correspondant. 

M26 

«7/ . / \ ,v." N j 

+ Aux. -Au# 

maintenues en atmosphère saturée 
d'humidité pendant 5 jours. L'acclima­
tation proprement dite s'effectue par la 
réduction progressive du taux d'humi­
dité jusqu'à environ 60%. 
Les prétraitements inducteurs réali­
sés au moyen d'IAA-2l4C (59mCi/ 
mMole : Amersham) suivent la même 
technique qu'en présence d'auxine 
non radioactive; 20 microboutures 
sont alors prélevées à divers moments 
de l'enracinement après le prétraite­
ment inducteur, lavées et découpées 
en zones (i, é, F ou R) ou en segments 
plus petits (I-V, fig. I). Ces portions 
sont alors consumées dans un four spé­
cial (Oxymat) et la radioactivité du 
14CO2 est comptée par scintillation li­
quide (COLLET, 1985). La séparation 
chromatographique des composés ra­
dioactifs suit la technique classique de 
la Chromatographie sur couche mince 
(COLLET et al., 1964). L'extraction des 
tissus végétaux se fait au methanol pu-
riss puis, après concentration, l'extrait 
est déposé à la base de plaques couver­
tes de gel de silice (Merck HF 254), 
puis élue par le solvant chloroforme/ 
ac. acétique : 95/5(CA). Les taches ra­
dioactives sont repérées au scanner et 
comparées aux spots témoins révélés 
par les réactifs usuels des composés 
indoliques. 

Résultats et commentaires 

Homogénéité du matériel 
végétal 
Le porte-greffe M26 constitue notre 
matériel d'étude principal et sert de ré­
férence aux autres porte-greffe expéri­
mentés. Aussi avons-nous jugé néces­
saire de nous assurer de l'homogénéité 
de ce cultivar, quelle que soit son ori­
gine (Gembloux, Alnarp ou notre sta­
tion) (RAC) et sa date d'établissement 
in vitro (1983-1986). 
Le tableau 1 montre, étant donné la 
variabilité de ce matériel biologique, 
qu'il n'existe pas de différence signifi­
cative dans la croissance (poids frais) et 
le développement (nombre de bour­
geons) entre les diverses provenances ; 
sauf pour le clone 4421, issu pourtant 
du même arbre que le clone 8620. mais 
établi en juin 1983 au lieu de février 
1986, et qui présente des valeurs cons­
tamment inférieures. L'état physiolo­
gique lors de l'établissement in vitro 
aussi bien que le nombre de subcultu­
res réalisées peuvent expliquer ces dif­
férences. Néanmoins, le comporte­
ment de tous les clones vis-à-vis de la 
composition phytohormonale du mi­
lieu nutritif est semblable (tabi. 2). La 
gibbérelline (GA3 : 0,3 ßM) est super­

flue, ou même faiblement inhibitrice. 
Par contre, l'absence simultanée 
d'auxine (IBA : 0,5 //M) et de gibbérel­
line limite la croissance. Plus encore 
cette dernière est stoppée en l'absence 
de cytokinine (BAP: 4,44 ^M). On re­
trouve le rôle essentiel des régulateurs 
de croissance dans le développement 
de ces cultures in vitro (JONES, 1967, 
JONES et al.. 1977, MALFATTI et al., 
1983). 

Comparaison des techniques 
d'enracinement 
De même sans traitement auxinique 
exogène des microboutures, l'enraci­
nement de ces porte-greffe est quasi 
nul (fig. 2) (SRISKANDARAJAH et MULLINS, 
1981, sur Granny Smith), ou obtenu 
difficilement (LÉ, 1985 b, sur Gravens-
tein). La technique de traitement auxi­
nique se révèle également très impor­
tante, comme le montrent les résultats 
du tableau 3. La technique PlB est tou­
jours plus efficace pour induire la for­
mation de racines adventives sur ce 
M26. Elle permet d'obtenir rapide­
ment un pourcentage d'enrncinement 
supérieur (80%) à celui réalisé par 
la technique PIL, qui apparaît inadé­
quate spécialement pour les premières 
subcultures (X4). 
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Fig. 3. Comparaison d'enracinement du M26 après un nombre variable de subcultures (SC 4-37) : A pour-cent d'enracinement total 2 et 3 semaines 
après le prétraitement; B répartition en pour-cent du nombre de boutures avec respectivement 1, 2-4 et 5 racines et plus. 

L'amélioration de l'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 3 A montre que l'augmentation du 
pour-cent d'enracinement, quel que 
soit le nombre de racines par bouture, 
se manifeste jusqu'à la 16e subculture 
(SC), pour demeurer stable (env. 90%) 
durant une quinzaine de nouvelles SC, 
puis diminuer faiblement. Le même 
phénomène est enregistré quant aux 
nombres de racines par bouture (fig. 
3B). L'évolution de l'état physiologi­
que des microboutures en rapport avec 
le nombre de SC, illustrée par la figure 
4, influence la précocité et l'abondance 
des racines par bouture, ce qui confir­
me l'augmentation de la capacité d'en­
racinement au cours des subcultures 
successives (SRISKANDARAJAH et al, 

fîoo 

H 
Z 
UJ 
5 
Ul 
Z 
O 
< 
OC 
Z 
Ul 

Subcultures 

Q X 4 

B X 27 
M 26 

ILJL / 2 1 . 

/ I 4 j i 
1 In 

2 - 4 ^. g Racines/plante 

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

Tableau 3. Comparaison après 14 et 21 jours de l'efficacité d'enracinement (en %) 
du M26 selon la technique d'induction : PIL (IBA: 0,01 mM) ou PIB (IAA: 1 mM). Evolu­
tion au cours des subcultures de multiplication X4 à X27. 

Subcultures 
Induction 

14 jours 
21 jours 

X 

PlL 

0% 
10% 

4 

PIB 

42% 
59% 

X 

PlL 

0% 
60% 

4 

PIB 

75% 
93% 

x 

PlL 

40% 
57% 

7 

PIB 

73% 
88% 

1982, WELANDER, 1983), toutes autres 
conditions étant égales. 
Si l'on compare la capacité d'enracine­
ment pour d'autres porte-greffe com­
me le M27 (p.-g. faible), le M25 (p.-g. 
vigoureux) à celle de notre référence 
(M26), la technique PIB demeure tou­
jours plus efficace, même après 4 sub-
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Tableau 4. Comparaison après 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 l'enracinement de 
3 porte-greffe M25, M26 et M27 après 4 et 14 subcultures de multiplication (X4, X14). 

Induction 

14 jours X4 
X ] 4 

21 jours X4 
X14 

M25 

PIL 

5% 
0% 

22% 
37% 

PlB 

69% 
74% 

86% 
94% 

M26 

PIL 

0% 
0% 

10% 
60% 

PI8 

42% 
75% 

59% 
93% 

M27 

PIL 

0% 
0% 

8% 
30% 

PlB 

63% 
83% 

88% 
93% 

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

gnificative de la capacité d'enracine­
ment pour ces porte-greffe. 
Si l'on applique cette technique origi­
nale aux porte-greffe particulièrement 
difficiles à enraciner (Cydonia: M9, 
JAMES et THURBON, 1979), on enregistre 
à nouveau une importante améliora­
tion de l'enracinement (tabi. 6), ren­
dant possible et économiquement pra­
ticable la production de ces porte-
greffe. Toutefois, le porte-greffe M9 
présente actuellement plus d'une 
dizaine de clones physiologiquement 

Tableau 5. Influence du milieu nutritif de multiplication (MCX ou LP/2) pendant les sub­
cultures précédant l'enracinement (X4 —> X8) sur les capacités d'enracinement 
par la technique PIB. 

P.-9-: 
Milieux 
nutritifs 

de X« â X6 

14 jours 

21 jours 

M25 

MCX 

83% 

88% 

LP/2 

N
J 

N
) 

-J
 

-S
 

-S
 

S-
 

S-

M26 

MCX 

43% 

68% 

LP/2 

15% 

19% 

M27 

MCX 

67% 

75% 

LP/2 

20% 

24% 

MM106 

MCX 

33% 

49% 

LP/2 

— 

Tableau 6. Comparaison de l'enracinement chez des porte-greffe plus ou moins diffici­
les à multiplier et comptant plus de 10 subcultures. 

Xn 10-30 

M26 J< j ; 

Cydonia ™ •' 

PIL: IBA 

0,01 mM 

54% 

0% 
37% 

0% 
6% 

0% 
20% 

0,001 mM 

23% 

PIB: IAA 

0,3 mM 

78% 
86% 

8% 
12% 

1,0 mM 

83% 
93% 

69% 
79% 

50% 
60% 

43% 
55% 

3,0 mM 

16% 
28% cals 
87% 
92% 

4% 
16% 

différents (CUMMINS et ALDWINCKLE, 
1982, MASSERON, 1986). Nous y revien­
drons dans une prochaine publication. 

Absorption et distribution 
de l'auxine lors du traitement 
rhizogénique 
Les différences importantes d'enraci­
nement selon la technique d'induction 
(PIL ou PIB) peuvent-elles être attri­
buées à des teneurs différentes en 
auxine des microboutures? 
L'utilisation d'auxine marquée par un 
carbone radioactif (IAA-214C) permet 
de mesurer précisément la quantité 
d'auxine absorbée et de suivre sa dis­
tribution dans la microbouture, voire 
son devenir métabolique. 
Le tableau 7 montre des teneurs initia­
les (Di) d'IAA fort différentes selon le 
prétraitement subi (PIB ou PIL). Pour­
tant la répartition de la radioactivité 
marque toujours une accumulation^^ 
dans la zone d'absorption (base de Ia^P 
bouture), et même si au cours du 
temps les différences entre traitements 
dans la teneur totale vont s'atténuant, 
la présence du 14C demeure plus im­
portante dans la zone immergée d'ab­
sorption où apparaîtront les futures 
racines (JAMES, 1983 ; COLLET, 1985). 
Pour préciser la voie de pénétration 
de l'auxine marquée dans la microbou­
ture, nous avons procédé soit: 

1) à une pénétration vasculaire par la 
coupe de la microbouture, en inter­
disant par un manchon de silicone 
l'accès à l'épiderme; 

2) à une pénétration cuticulaire en 
masquant la coupe (bouchon de Si­
lastic® (Dow Corning), masse plas­
tique durcissant très rapidement 
après mélange avec un catalyseur, 
et non toxique). Dans ces condi­
tions la bouture ne peut absorbent 
que par la surface épidermique 
(cuticule). 

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

Tableau 7. Absorption et distribution de l'auxine radioactive (IAA-214C) exprimée en pMole/mg PF selon la technique d'induction PIB 
ou PIL sur ces microboutures de M26 au cours du temps (Di, durée initiale: 16 h pour PIB; 22 h pour PIL). 

Zones 

Di 

Di + 48 h 

Di + 500 h 

Prétraitements inductifs 

Long (PIL) 

i 

5,0 
± 1,3 

20,2 
± 12,6 

54,1 
± 7,5 

è 

0,4 
±0,18 

1,2 
±0,4 

5,9 
±1,8 

F 

0,9 
± 0,7 

5,3 
± 3,7 

13,7 
± 4,9 

R 

22,6 
±17,8 

T 

6,3 

26,7 

96,3 

Bret (PIB) 

I 

170,2 
±38,6 

123,9 
±29,9 

107,7 
±19,9 

ê 

16,1 
± 8,2 

15,1 
± 10,1 

22,5 
± 8,0 

F 

15,7 
± 8,5 

37,4' 

10,2 
± 7,6 

R 

3,1 
±0,6 

T 

202 

176,4 

143,5 

i: zone immergée; ê: émergée y compris l'apex; F (feuille complète); R: racine; T: total. 
Une vingtaine de boutures au moins sont analysées dans chaque variante. 
•Une seule valeur. 
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Tableau 8. Distribution dans les boutures de M26 de 1'IAA14C après 16 h de prétraitement inductif (PIB), puis 72 h plus tard, selon 
les voies de pénétration épidermique (cuticulaire) ou par la coupe basale (vasculaire) exclusivement. 

Pénétration 
Zones 

n Mole ,4C/zone 
répartition % 

„ „ . n Mole 14C/zone 
88 n 

répartition % 

cuticulaire 

i 

3,29 
44% 

5,03 
49% 

é 

1,07 
14% 

1,95 
19% 

Fi 

2,35 
32% 

2,9 
28% 

Fè 

0,76 
10% 

0,39 
4% 

T 

7,47 

10,27 

vasculaire 

i 

12,6 
69% 

8,24 
50% 

ê 

1,7 
9% 

2,82 
17% 

Fi 

3,87 
2 1 % 

4,57 
28% 

Fé 

0,19 
1% 

0,8 
5% 

T 

14,5 

11,86 

i: zone immergée; étzone émergée; Fi: feuille dont la base est Immergée; Fé: feuille complètement émergée; T: total. 

re partie de la teneur en IAA* demeure 
dans la zone immergée (i), la distribu­
tion rapide (16 h) vers la zone émergée 
(e) est proportionnellement plus im­
portante via l'épiderme. Toutefois, au 
cours du temps (88 h), cette répartition 
s'uniformise quel que soit le mode de 
pénétration. 
On peut donc admettre dans un traite­
ment normal, sans exclusion d'aucune 
voie, une absorption nettement plus 
grande par la coupe que par l'épider­
me, cette dernière fraction pouvant 

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

En relation avec les enracinements ef­
fectifs enregistrés, il faut admettre que 
la forte dose d'auxine limitée à la base 
de la bouture lors du traitement PIB 
paraît être le facteur déterminant de 
l'induction racinaire. 
La comparaison de cette distribution 
d'auxine marquée dans deux porte-
greffe, l'un relativement facile à enra­
ciner (M26), l'autre plus difficile à en­
raciner, excepté par la technique PIB 
(Cydonia), laisse supposer (fig. 6) que 
cette action due à une forte concentra-

PENETRATION 

• NORMALE (V+c) 

> CUTICULAIRE 

M 26 

144 h 

SnMoIe IAA" /m g PF nMole IAA-2 c/mg PF 

Fig. 5. Les microboutures de M26 dont on a éliminé les feuilles sont 
découpées en segments (zones) de 1 (I) à 3 mm (II-1V) et l'on mesure la 
radioactivité (nMole IAA*/mg PF) 0 h, 24 h, 72 h et 144 h après la fin du 
prétraitement PIB. 

Fig. 6. Répartition de la radioactivité exprimée en nMole IAA -2l4C/mg 
PF le long de boutures du M26 et du Cydonia A, 11 h, 88 h et 516 h après 
le début du traitement PIB. 
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[~| Soluble /7Zg.7. Répartition de la radioactivité sous 
forme de nMole de 14C soluble dans les 
diverses zones de la plante (F, e, i, R) 
après extraction exhaustive 16 h, 88 h ou 

n Insoluble 500 h après le début du traitement PIB. 
Le M26 a absorbé 2 fois plus d'Auxine*. 

Cydonia A_ 

N"o,y 

M 26 

tion localisée est aussi limitée dans la 
durée. 
Avec le M26, la distribution polarisée 
décrite ci-dessus et rapportée à la mas­
se tissulaire (poids frais), se maintient 
jusqu'à trois semaines après le prétrai­
tement, tandis qu'elle s'uniformise ra­
pidement (88 h) chez le Cydonia. En 
procédant à 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 décroît faiblement au cours du 
temps, et une fraction plus modeste, 
insoluble, qui s'accroît modérément 
en compensation. 
L'analyse chromatographique des ex­
traits solubles permet de détecter très 
tôt (16 h) la disparition de l'auxine en 
tant que telle (fig. 8). La radioactivité 
est alors repérée non pas sur des 
produits de dégradation de 1'IAA (cata-
bolites), mais comme on pouvait s 'y^ 
attendre étant donné la rapidité d u 9 
phénomène, dans des produits de con­
densation de l'auxine avec des compo­
sés naturels de la plante, lui permettant 
de neutraliser rapidement sur le plan 
physiologique l'excès de cette auxine 
apportée par le traitement PIB (COL-

. ...C^_A. 

Fig. 8. Scanners de chromatographies sur couche mince de silice, élue par chloroforme ac. acétique (9S/5) des extraits méthanoliques de la zone 
immergée de microboutures de M26 et de Cydonia (Cyd.A). On constate qu'entre 16 h et 88 h, la quasi-totalité de PAIA* a disparu au profit de com­
posés bloqués sur la tache de départ (S). 
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Tableau 9. Répartition des composés radioactifs après hydrolyse d'un extrait métha-
nolique de bouture M26, 72 h après le PIB et Chromatographie sur couche mince 
(Silicagel H). 

Composé: 

Avant hydrolyse 

Après hydrolyse 
par NaOH 0,1 n 
(1 h 2O0C) 

Par ß glucosidase 
(2 h 3O0C) 

Rf. (chloroforme/acide acétique: 95/5) 
0,0 0,25 0,56 

«condensât» 

93,5% 

75,5% 

62,1 % 

IAM 
IAC 

10,4% 

8,3% 

IAA 

rainée 6,5% 

13,5% 

24,1 % 

0,75 

? 

0,6% 

4,3% 

dans une étude approfondie de la for­
mation des poils absorbants, conclut à 
une elongation radiale des cellules épi-
dermiques qu'une croissance ralentie 
de la racine empêche de se réaliser lon-
gitudinalement. Quant à leur impor­
tance dans l'absorption d'eau et de 
solutés, de nulle à plusieurs fois la 
capacité de la racine nue, elle dépend 
des conditions environnantes. Leur vie 
est généralement fugace et KRAMER 
(1956) estime leur présence non in­
dispensable au fonctionnement de la 
racine. 

IAM: indolylacétamide : IAC: Ac. indolylcarboxylique. 

LET, 1968,1974). Des hydrolyses spécifi­
ques (tabi. 9) notamment avec la /?-glu-
cosidase confirment ces hypothèses 
supposant une conjugaison de l'auxine 
avec le glucose notamment (ZENK, 
1961). 

Sevrage 
Dans nos conditions d'expérimenta­
tion, le sevrage et le développement 
ultérieur sont assurés à plus de 95%. 

Discussion 
La nécessité d'utiliser de fortes con­
centrations d'auxine pour l'enracine­
ment des microboutures de porte-
greffe de pommier peut paraître sur­
prenante puisque ces concentrations 
sont cent fois supérieures à celles cou­
ramment employées en culture in vitro 
(JONES et ai, 1977; SNIR et EREZ, 1980; 
WELANDER, 1983). Aussi faut-il insister 
sur la durée brève de pénétration de 
l'auxine dans la bouture. GRÖNROSS et 
VON ARNOLD (1985,1987), sur Pinus ont 
fait les mêmes constatations en faveur 
d'un traitement de 6 h d'IBA à 1-5 mM, 
comparé à 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 du 
péricycle de leurs boutures, ce qui con­
firme l'origine cambiale des racines ad­
ventives formées in vitro (TORREY, 
1965 ; WARDLAW, 1968 ; CUTTER, 1971). Il 
est donc nécessaire que l'auxine puisse 
atteindre ces cellules cibles du péricy­
cle en quantité suffisante et rapide­
ment, d'où l'intérêt d'une pénétration 
vasculaire d'une solution auxinique 
suffisamment concentrée. 
L'apport massif mais bref induit le pro­
cessus rhizogénique à la manière d'un 
déclic car, très vite, cette auxine est 
neutralisée du point de vue physiologi­
que (COLLET, 1974), évitant ainsi les 
conséquences indésirables apparais­

sant lors de traitements classiques, tels 
qu'inhibition de la croissance des nou­
velles racines, ou formation de cal. 
ELIASSON et AREBLAD (1984) ont montré 
l'effet inhibiteur de faibles concentra­
tions d'IAA (10 fjM) administrés pen­
dant 24 h au cours des premiers jours 
de l'enracinement de leurs boutures de 
pois. Pourtant de plus fortes concen­
trations (100 ßM) stimulent au contrai­
re la production de nouvelles racines, 
tout comme 1-10 /iM de régulateurs de 
croissance mimant l'effet auxinique 
(Ac. 2,4-dichlorophénoxyacétique, ac. 
naphtyl-acétique). Dans ces condi­
tions, une meilleure connaissance du 
métabolisme auxinique et du site d'ac­
tion est indispensable pour maîtriser 
cet enracinement. Les températures 
élevées, 25°C et 3O0C, préconisées au 
début de l'enracinement pour l'amé­
liorer (ROSATI et al. ; LE, 1985 a) contri­
buent à accélérer ce métabolisme. 
D'autre part, l'évaluation précise du 
cheminement de l'auxine absorbée au 
cours du traitement rhizogénique à 
l'aide d'IAA* confirme ce que JAMES 
(1983) a montré sur le M9 et le M26 
sans toutefois rendre compte du méta­
bolisme auxinique, et révèle que l'ac­
tion auxinique se trouve localisée à la 
partie basale des boutures, où précisé­
ment se forment les racines adventives 
(même en l'absence de cal, COLLET, 
1985). 

La question controversée du rôle des 
composés phénoliques, en particulier 
du phloroglucinol proposé par l'école 
anglaise (JONES et al., 1977) n'est pas 
abordée. En effet, nous n'avons trouvé 
aucun avantage dans son utilisation 
lors d'essais préliminaires. 
Enfin l'aspect glabre des racines pro­
duites dans l'agar pose la question de 
leur fonctionnalité après sevrage, à 
moins que l'utilité des poils absorbants 
ne soit limitée. La croissance rapide 
après sevrage des plantes enracinées in 
vitro prouve que ces racines fonction­
nent normalement. CORMACK (1962), 

Conclusion 

En conclusion, l'ensemble des résul­
tats expérimentaux concernant les 
conditions optimales de traitement 
rhizogénique, réalisés ces trois derniè­
res années sur plusieurs cultivars, nous 
autorise à établir les constatations sui­
vantes, desquelles on peut tirer les 
règles pratiques correspondantes: 
1. La répétition des subcultures in 

vitro favorise la rhizogenèse. 
2. Une nutrition riche et équilibrée en 

phase de multiplication est néces­
saire à la réalisation d'un enracine­
ment suffisant. 

3. L'apport massif, mais bref (PIB), 
d'auxine naturelle (IAA) à la base 
de la microbouture provoque une 
amélioration nette de la rhizogenè­
se par rapport au traitement à faible 
concentration de plusieurs jours 
(PIL), et cela quel que soit le culti­
var expérimenté. 

4. Un ajustement de la concentration 
auxinique optimale selon l'espèce 
confirme la subtilité du mécanisme 
d'induction. 

5. La pénétration et l'accumulation de 
l'auxine (*) à la base de la bouture 
coïncide avec la zone productrice 
de nouvelles racines. 

6. Une conjugaison de l'auxine avec 
des metabolites normaux (glucose 
notamment) neutralise rapidement 
son action physiologique. 

7. La détoxication rapide de l'auxine 
absorbée par la bouture, éliminant 
ainsi les effets secondaires défa­
vorables d'une présence prolongée 
de l'hormone, est en accord avec 
une action auxinique déclenchant 
le processus rhizogénique, mais 
superflue à sa réalisation (effet 
déclic). 

Ainsi pratiquement, le succès d'un bon 
enracinement est assuré par la qualité 
des microboutures et un prétraitement 
inducteur conforme aux besoins phy­
siologiques du matériel végétal cultivé. 
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Summary 

In vitro rooting of apple-rootstocks (Pyrus 
malus L.) and Quince (Cydonia) requires 
the production of well-developed micro-
cuttings and an auxin pretreatment sui­
ted to every cultivar. A high level of auxin 
(0,3-3 HiM IAA) in combination with a 
short period of treatment improves signi­
ficantly the rhizogenesis of these micro-
cuttings, whatever the cultivar may be. 
The study of the translocation of IAA-
214C and its metabolism elucidates the 
optimum conditions required for rooting. 

Zusammenfassung 
In vitro-Wurzelbildung von Unterlagen 
der Apfelsorte (Pyrus malus L.) und der 
Quittensorte (Cydonia) erfordert die Pro­
duktion gut entwickelter Microstecklinge 
sowie eine jeder Sorte angepasste Auxin-
Vorbehandlung. Eine hohe Auxin-Kon-
zentration (0,3-3 mM IAA) sowie eine 
kurze Behandlungszeit verbessern in 
hohem Masse die Wurzelbildung dieser 
Stecklinge ungeachtet Sorte. Die Unter­
suchung der IAA-2I4C-Verteilung sowie 
dessen Stoffwechsel zeigen diese optima­
len Wurzelbildungsbedingungen. 

Chronique 

Un nouveau livre 

L'Œnologie 
par Colette Navarre, 1987, 320 pages, 
nombreuses figures et tableaux. 
Editions Lavoisier, Technique et 
Documentation, 11, rue Lavoisier, 
F-75384 Paris Cedex 08. Prix: 
148 francs français. En vente dans tou­
tes les bonnes librairies ou chez l'édi­
teur. 

Extraits du sommaire : 
— La matière première : La vendange — 

Etude des constituants chimiques 
de la vendange — La récolte - Amé­
lioration de la vendange. 

— Transformation de la matière pre­
mière: Fermentation alcoolique — 
La fermentation malolactique. 

— Opérations communes à toutes vinifi­

cations: Traitements mécaniques 
de la vendange — Le sulfitage — 
Maîtrise de la fermentation alcoo­
lique. 

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

— Le vin et son élevage : Etude du vin — 
Maturation et vieillissement — Cla­
rification naturelle — Les traite­
ments particuliers — Goûts défec­
tueux. 

— Analyse des vins : Notion d'analyses 
chimiques — La dégustation. 

Colette Navarre enseigne l'œnologie 
dans des établissements d'enseigne­
ment technique agricole équipés de fa­
çon moderne et producteurs d'une 
gamme étendue de vins d'appellation, 
d'origine et de qualité dont certains 
méritent l'appellation de grands vins. 
En auteur expérimenté, C. Navarre 
propose au lecteur une somme consi­
dérable de connaissances scientifiques 

et de données pratiques sur la transfor­
mation du jus de raisin, sur les vinifica^^ 
tions, l'élevage et la détermination ddQP 
qualités des vins et sur l'économie de 
leur production. 
Elle apporte une indéniable contribu­
tion à la science œnologique moderne, 
qu'il s'agisse de techniques de vinifica­
tion, des matériels œnologiques, ou 
des méthodes d'analyse, pour lesquels 
elle présente les derniers acquis. 
La recherche constante de la qualité, 
l'adaptation aux exigences des diffé­
rents marchés et à l'évolution du goût 
du consommateur tout en conservant 
les apports de la tradition vinicole fran­
çaise, tels sont les objectifs auxquels 
répond ce manuel, conçu de façon clai­
re, rigoureuse et moderne. 
L'Œnologie est un ouvrage qui s'adres­
se aux élèves, aux stagiaires et aux for­
mateurs de l'enseignement et de la for­
mation professionnelle, ainsi qu'aux. 
techniciens œnologues. 
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Conservation in vitro de l'assortiment suisse 
des variétés de pommes de terre 
C. L. LE et G.-F. COLLET, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 

Résumé 
Nous décrivons la possibilité de 
conserver in vitro pendant de lon­
gues périodes des variétés de 
pommes de terre cultivées en 
Suisse. 
Des microboutures de pomme de 
terre comportant un nœud sont 
mises en culture sur un milieu nutri­
tif agarisé renfermant des sels mi­
néraux (LE et COLLET, 1985) et sont 
maintenues à la température de 2 à 
4°C avec une photopériode de 12 h 
par cycle de 24 h. 
La survie est assurée pour toutes 
les variétés expérimentées pendant 
au moins 12 mois. Elle peut se pro­
longer pour certaines variétés jus­
qu'à plus de 3 ans. 
Une comparaison portant sur la 
capacité de régénération des 
microplantes conservées à basse 
température et celles qui sont sub­
cultivées périodiquement y est éga­
lement relatée. 

Introduction 

L'utilisation récente des techniques de 
culture in vitro pour conserver les res­
sources génétiques, notamment pour 
les espèces végétales économique­
ment importantes (WILKINS et ai, 1982 ; 
HENSHAW, 1982 ; WITHERS, 1983), a con­
nu depuis la dernière décennie un es­
sor considérable. Dans les faits, il s'agit 
de maintenir l'espèce végétale, sélec­
tionnée pour ses caractères intéres­
sants, sous forme d'organes, tissus ou 
cellules, dans des conditions de tempé­
rature extrêmement basse (-1960C) 
où toutes les activités métaboliques 
sont suspendues, ou alors de ralentir 
fortement la croissance avec l'aide des 
facteurs nutritionnels et de l'environ­
nement de la culture (WITHERS, 1980, 
1985). 
Pour le cas de la pomme de terre, dont 
la reproduction s'effectue principale­
ment par voie végétative, étant donné 
son caractère génétique hétérogène et 
son taux de multiplication réduit 
(MAHLSTEDE et HABER, 1957), la conser­
vation des variétés cultivées nécessi­
tait, dans le passé, d'importants tra­
vaux aussi bien pour le renouvelle­
ment des têtes de clones en champ que 
pour le stockage dans des locaux clima­
tisés. Ces nombreuses manipulations 
exposent inévitablement le matériel 
végétal à divers aléas entraînant par­
fois la perte pure et simple d'éléments 
d'un grand intérêt agronomique. 
Pour parer à 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 
maintien des génotypes intéressants: 

GROUT et HENSHAW (1978), puis HEN­
SHAW et al. (1980) montrent pour la pre­
mière fois que la conservation des ex­
trémités de pousses de pomme de terre 
dans de l'azote liquide (Cryogénie) 
peut être considérée comme un moyen 
pratique pour remplacer le stockage 
traditionnel. NOZÉRAN et al. (1977) si­
gnalent que les microboutures des va­
riétés Bintje, BF 15 et Ackersegen peu­
vent être maintenues vivantes pour 
une durée de 4 mois au moins, à 30C, 
en conditions de culture stériles. Alors 
que WESTCOTT et al. (1977 a, b) et WEST-
COTT (1981) indiquent, pour leur part, 
que la fréquence de transfert in vitro 
des 15 cultivars expérimentés en Gran­
de-Bretagne peut être abaissée de qua­
tre mois à une année, sans que la survie 
de ce matériel ne soit affectée, si l'on 
maintient les cultures dans un environ­
nement dont l'alternance de tempéra­
tures est de 6°C la nuit et 12°C le jour, 
avec une photopériode de 16 heures. 
Mix (1983, 1985) fait également men­
tion de la conservation de plus de deux 
cents variétés de pommes de terre, à la 
température de 1O0C, grâce à l'adjonc­
tion au milieu nutritif d'un agent ralen-
tisseur de croissance, permettant effec­
tivement de prolonger l'intervalle des 
repiquages in vitro jusqu'à deux ans 
environ. En constatant avec CHEN et 
Li (1980), que la température critique 
pour cette espèce, pourtant non résis­
tante au gel, se situe à —30C, une 
conservation de longue durée au voisi­
nage de O0C de bourgeons des diverses 
variétés de Solanum tuberosum devrait 
être possible sans inhibiteurs métabo­
liques artificiels. Même si, à ces basses 
températures, la plante présente des 
modifications physiologiques impor­
tantes, en particulier au niveau de 

la photosynthèse 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 terre de l'assortiment suis­
se pendant une période de trois ans ou 
plus, sans qu'un transfert soit nécessai­
re, et cela en vue de constituer une col­
lection de souches de base parfaite­
ment saines, prêtes à toute utilisation 
éventuelle. 
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Tableau 1. Liste des variétés de pommes de terre conservées in vitro. 

Variétés précoces 

Christa 
Colmo* 
Ostara 
Sirtema 
Ukama 

Variétés mi-précoces 

Bintje 
Désirée 
Granola 
Nicola 
Palma 
Stella 
Urgenta 

Variétés mi-tardives 

Aula 
Eba 
Erntestolz 
Hertha 
Maritta 
Saturna 

Variétés tardives 

Cosima* 
Tasso 

'Variétés radiées de la liste officielle en 1985. 

Matériel et méthodes 

Matériel végétal 
Les essais ont été réalisés principale­
ment avec des variétés de pommes de 
terre de l'assortiment suisse (tabi. 1). 

. En raison de leur 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-
rées in vitro selon les techniques décri­
tes précédemment (LE et COLLET, 1985 ; 
REUST et LE, 1985). Rappelons néan­
moins les conditions de la culture qui 
sont les suivantes: photopériode de 
16 heures par cycle de 24 heures ; éclai-
rement de 1800 //W/cm2 fourni par des 
tubes fluorescents de 215 W (Sylvania 
Cool White); températures de 180C 
± 1 en phase éclairée et de 160C ± 1 en 
phase obscure. 

Conservation in vitro 
Dans les premiers essais, les micro­
plantes atteignant le stade de dévelop­
pement de 3 ou 4 noeuds sont placées 
dans une enceinte de culture climati­
sée où la température est abaissée pro­
gressivement, pendant trois semaines, 
à 2-40C, dans les tubes de culture. Ils 
sont ensuite maintenus définitivement 
à cette température. 
Cette phase de préconditionnement a 
été supprimée dans les travaux ulté­
rieurs, à la suite d'observations (résul­
tats non publiés) montrant qu'il n'exis­
te pas de différence notable entre les 
microplantes préconditionnées et cel­
les qui sont transférées directement de 
180C ±1 à 2-4°C quant à leur survie en 
chambres frigorifiques. 
Le milieu de culture de base utilisé 
dans cette phase est celui de COLLET 
(1985) ne contenant ni régulateur de 

croissance, ni agent cryoprotecteur qui 
protège contre les effets du froid (LÉ et 
COLLET, 1985). 
Les cultures sont éclairées, durant tou­
te la période de l'essai, à raison de 
12 heures par jour par des tubes fluo­
rescents Mazda AVIVA/TF 65 AVl 
donnant une intensité de 385 ̂ W/cm2. 
La suppression de l'éclairement après 
12 mois a été tentée sur une part des 
essais. 

Estimation de la survie 
des microplantes 
Pour chaque essai, des lots de 20 à 
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 à différentes époques 
(après 6, 12, 24 et 36 mois) en transfé­
rant les bourgeons en voie de tubérisa­
tion au cours de la conservation sur un 
milieu neuf et de même composition 
que celui utilisé pour le microboutura­
ge (LE et COLLET, 1985), et en notant 
leur taux de développement après qua­
tre semaines de culture en chambre 
climatisée. 

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

A 
Fig. I. Effet de la réduction de la température 
sur la croissance des microboutures en cul­
ture in vitro: plante conservée à 2-40C (à 
gauche) et maintenue à 18°C ± 1 (à droite) 
après deux mois de culture. 

Fig. 2. Organes de conservation (bourgeon 
tubérisé) développés dans la partie distale sur 
la variété Bintje. 

> 
Fig. 3. Organes de conservation, développés 
dans le milieu nutritif, de la variété Maritta. 
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Resultats 
et discussion 

Conservation in vitro 

Organes de conservation 
L'abaissement de température bloque 
la croissance de la microbouture 
(fig. I), tandis qu'au cours des trois pre­
miers mois suivant la mise en conser­
vation à basse température, les jeunes 
bourgeons axillaires déjà formés se 
transforment peu à 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 6e mois pour 
donner naissance à de courts stolons 
plus ou moins gonflés (tubérisation?) 
qui restent accrochés à la tige dans la 
partie distale (fig. 2), ou pénètrent dans 
le milieu nutritif (fig. 3) pour ceux for­
més dans la partie proximale. 
L'absence de lumière dès le début de la 
conservation au froid empêche la plan­
te de s'acclimater, et celle-ci meurt en 
quelques semaines. 

Comportement des organes 
de conservation 
Les résultats présentés dans le ta­
bleau 2 montrent que les organes de 
conservation formés dans la partie 
proximale de la microplante ont une 
meilleure reprise à 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. Influence de la position des 
organes de conservation (bourgeons 
tubérisés) sur la reprise de croissance à 
200C, en conditions axéniques, après 
12 mois de conservation à 2-4 0C. 

Variétés 

Aula 
Bintje 
Christa 
Colmo 
Eba 
Erntestolz 
Granola 
Nicola 
Ostara 
Ukama 

Taux de survie % 

Partie 
distale 

0 
50 

0 
25 
50 
0 

50 
0 

75 
50 

Partie 
proximale 

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
 

o
o
o
o
o
o
o
o
o
o
 

Fig. 4. Reprise de croissance de l'organe de 
conservation après 4 semaines de culture sur 
milieu nutritif neuf. 

nourricier jouant un double rôle de 
protecteur et de réserve nutritive. En 
revanche, dans la partie distale les mê­
mes ébauches de stolons ne sont plus 
alimentées à 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 à 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 contrairement à 
ceux qui sont protégés (partie proxi­
male) par le milieu nutritif et qui n'ont 
révélé aucune modification notable 
lors du retour en conditions de culture 
axénique favorables (+2O0C, milieu 
neuf) (fig. 4). 

Survie des organes 
de conservation 

La figure 5 illustre le taux de survie des 
organes de conservation de différentes 
variétés de pommes de terre cultivées 
en Suisse, après 12, 24 et 36 mois de 
conservation in vitro. On constate, au 
fur et à 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 l'ensemble des variétés 
en expérimentation. En effet, la totali­
té de nos variétés conservées ont re­
trouvé leur cycle de croissance sans au­
cune difficulté (100%) après 12 mois de 

conservation. Après 24 mois de culture 
dans les mêmes conditions d'environ­
nement, seuls 80% des cultivars ont été 
régénérés. Cette capacité de régénéra­
tion diminue encore (35%) lorsqu'on 
prolonge la période de stockage à 
36 mois. WESTCOTT et al. (1977 a) ont 
mentionné l'obtention d'une moyenne 
de survie de 60%, après douze mois de 
conservation à 60C, pour l'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 être dû, d'une part, à la tempé­
rature de conditionnement plus élevée 
que celle pratiquée dans nos essais et, 
d'autre part, à la forte teneur en élé­
ments nutritifs entrant dans la compo­
sition de leur milieu de culture. 
En outre, il est intéressant de signaler 
que, dans le cas présent, la diminution 
du taux de survie des variétés de pom­
mes de terre en conservation in vitro ne 
peut être attribuée aux caractères de 
précocité. On note de fortes variations 
de reprise de croissance, selon les va­
riétés observées. Cette constatation 
corrobore 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 être considérée 
comme moyen de stockage pratique et 
fiable que lorsque la capacité de tubéri­
sation des microplantes régénérées 
n'est pas perturbée pour une raison ou 
une autre après de longs mois de vie en 
latence. A cet effet, une comparaison, 
portant sur le recouvrement du pou­
voir de tubérisation entre les individus 
subcultivés périodiquement toutes les 
quatre semaines et ceux maintenus in 
vitro pendant 12 à 24 mois et plus, a été 
conduite dans des conditions de cultu­
re en serre, afin de voir si l'abaissement 
de la température ou d'autres facteurs 
de l'environnement avaient exercé une 
quelconque influence 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 vitro à basse tem­
pérature n'est en aucun cas modifié au 
cours du stockage. 

Cependant, on remarque un faible 
taux de reprise de croissance en serre 
chez la plupart des variétés conservées 
par rapport à celles microbouturées ré-
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gulièrement sur un milieu nutritif 
neuf. Cette différence semble être due 
à la perte de matériel végétal provo­
quée par la contamination du substrat 
de culture par des micro-organismes 
pathogènes, lors de la mise en place 
des microplantes en serre. Pour ce der­
nier point, il est intéressant de relever 
ici le rôle important que revêtent les 
exigences bien particulières 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 manière graduelle de cer­
tains mécanismes physiologiques (par 
exemple régulation stomatique), qui 
jusqu'alors ne sont pas encore entrés 
en fonction, comme l'a montré LE 
(1985, 1987), lors du sevrage du pom­
mier et de l'hysope. 
En ce qui concerne le nombre de tu­
bercules produits après 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 variétés tardi­
ves ou mi-tardives; cela nous laisse 
supposer que le caractère de précocité 
lié au génotype ainsi que les conditions 
d'environnement de culture durant la 
période hivernale (décembre-janvier) 
pourraient être en partie à l'origine de 
cette différence dans le développe­
ment des minitubercules, comme l'ont 
observé REUST et LE (1985) sur la tubé-
risation des variétés Ukama et Nicola 
en conditions de serre pendant les 
mois d'hiver. 

Zusammenfassung 
Wir beschreiben in dieser Arbeit die 
Möglichkeit die in der Schweiz angebau­
ten KartofTelsorten in vitro zu konser­
vieren. 
Kartoffelstecklinge mit einer Achselk­
nospe werden auf einem Agar-medium 
mit Mineralsalzen (LE et COLLET, 1985) bei 
einer Temperatur von 2 bis 40C und einer 
Photoperiode von 12 Stunden pro Tag 
kultiviert. 
Für alle experimentierten Sorten ist das 
Überleben während mindestens 12 Mo­
naten gewährleistet. Es kann sich für 
manche Sorten auf über 3 Jahre hinaus 
verlängern. 
Ein Vergleich der Regenerationskapazi­
tät der bei niedriger Temperatur konser­
vierten Stecklinge und die der perioden­
weise Subkultivierten Stecklinge wird 
ausführlich berichtet. 

Conclusion 

La conservation in vitro, selon notre 
méthode, est exploitée pour le main­
tien de l'assortiment suisse des varié­
tés de pommes de terre et présente les 
avantages suivants : 
• une protection efficace contre les ris­

ques potentiels d'infection provo­
qués par la présence permanente de 
micro-organismes pathogènes que 
comporte le stockage traditionnel ; 

• un approvisionnement 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 
engagés dans le maintien des gé­
notypes intéressants par la miniatu­
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 à long 
terme. 

D'autres travaux visant à 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 vitro long term storage 
of potato varieties cultivated in Switzer­
land is described. 
Nodal minicuttings are being cultivated 
on a solidified agar-medium containing 
mineral salts (LE et COLLET, 1985), and 
maintained under a twelve hour photope-
riod at temperatures of.2-4°C. 
Successful storage for 12 months at least 
has been obtained for all varieties. This 
can be extented for some varieties to 
more than 3 years. 
The regeneration capacity of in vitro long 
term stored plants was compared with 
that of regularly in vitro subcultivated 
plants. 
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SUMMARY 

Rapid clonal multiplication of Uncaria gambir through tissue culture 

Young actively shoot Apex expiants of Uncaria gambir were proliferated on a Murashige and Skoog 
( 1962) medium supplemented with 1.0 mg/1 a-naphthylacetic acid (NAA) and 4.0 mg/1 Benzyladenine 
(B A). Adventitious roots formation was obtained by treating microcuttings in an agar medium containing 
5.10'4M ß-indolylacetic acid (IAA) for 16 hours and then transferring them to the CMS hormone-free 
medium (COLLET, 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] has been 
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 techniques. 

Fig. Ia. Proliferation of multiple shoots from a 
single shoot apex on medium containing 4 mg/1 
N6 Benzyladenine (BA) and 1 mg/1 a-naph­
thylacetic acid (NAA); 8 weeks after transfer 
on multiplication medium. 
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Fig. Ib. Adventitious root development on iso­
lated shoot after a quick dip (16 hours) in 
5.10"4M of ß-indolyiacetic acid (IAA); 3 weeks 
of culture. 

In the present study, shoot tips of Uncaria gambir (4—5 cm in length), grown under green­
house conditions were used as expiant sources. They were washed with running tap water, 
dipped in 70% ethanol for a few seconds, and surface-sterilized in 1% Benomyl8 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% ascorbic acid and 1.5% 
citric acid in order to prevent blackening of young active tissues. Shoot apex (ca 0.5 to 1 cm) 
were then excised and transferred aseptically to 12—15 ml of the appropriate culture medium. 

The proliferation medium which gave the best results (Fig. Ia) was that of Murashige and 
Skoog [8] supplemented with (per liter) 100 mg myo-inositol, 1.0 mg thiamine-HCl, 0.5 mg 
pyridoxine-HCl, 0.5 mg nicotinic acid, 1.0 mg tx-naphthylaceticacid (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 to autoclaving at 121°C(l.lkg.cm'2) for 15 
minutes. 

All the culture tubes were incubated under a cycle of 16 hours light at 23 0C and 8 hours dark 
at 18 0C. The irradiance was 850 uW.cm'2 (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/expiant), growing out from 
the initial expiant, 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 COLLET and Le [4]. This consists of short dipping the cuttings 
overnight (16 hours) with the basal part embedded in an agar-medium containing 5.10'4M of 
ß-indolylacetic acid (IAA), and transferring them to the free-hormone medium CMS [3], in 
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Fig. 2. Regenerated 
plantlets of U. gambir 
acclimatized after 
approximately 8 weeks 
in the greenhouse. 

complete darkness at 28 0C, 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. Ib) these rooted plantlets were removed from the 
aseptic cultures by thorougly washing roots to discard excess agar from the root system and 
transplanted to the plastic trays filled with a 1:1:1 peat:compost:sand (v:v: v) mixture. 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 to 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 von Uncaria gambir wurde mit Triebspitzenkultur auf einem veränderten Murashige & 
Skoog Medium (1962) mit 1,0 mg/1 a-Naphthylessigsäure (NES) und 4,0 mg/1 Benzyladenin (BA) 
durchgeführt. Die Bildung von Adventivwurzeln wurde erzielt, indem junge aktive Sprossen auf einem 
Agar-Bewurzelungsmedium mit 5.10"4M ß-Indolylessigsäure (IES) pikiert wurden. Nach 16 Stunden 
wurden diese auf ein CMS-Medium (COLLET, 1985) ohne IES überführt. Bewurzelte konnten mit Erfolg 
in gärtnerische Substrate verpflanzt werden. 
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RÉSUMÉ 

Multiplication clonale in vitro de l'Uncaria gambir 

De jeunes extrémités de pousses (Apex) d'Uncaria gambir sont proliférées sur un milieu de culture de 
base de Murashige et Skoog (1962) contenant 1,0 mg/1 d'acide oc-naphthylacétique (ANA) et 4,0 mg/1 
de Benzyladénine (BA). Le développement des racines adventives a été obtenu en traitant les microbou­
tures dans une solution agarisée renfermant 5.10'4M d'acide ß-indolylacetique (AIA) pendant 16 heures 
et en les transférant sur un milieu nutritif CMS (COLLET, 1985), dépourvu d'ALA. Des plantes enracinées 
ont ainsi été acclimatées avec succès sur substrat de culture traditionnel. 
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Microbouturage in vitro du thym (Thymus vulgaris L) 

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

Introduction 
I 
Les techniques de culture in vitro 
sont actuellement reconnues comme 
un moyen exceptionnel permettant 
d'améliorer et de multiplier rapide­
ment des plantes économiquement 
importantes (MURASHIÜE, 1974; CON­
GER, 1981; EVANS et al., 1983). 
Le thym (Thymus vulgaris L.), un ar­
buste pérenne de la famille des lamia-
cées (Labiatae), cultivé pour ses pro­
priétés aromatiques et médicinales 
(SIMON et al., 1984), se prête encore dif­
ficilement à la reproduction par voie 
végétative traditionnelle (REV. com­
munication personnelle). 
Le travail présenté ici a été entrepris 
dans le but de mettre au point une mé­

thode de propagation rapide et fiable 
des têtes de clones de thym sélection­
nées ; cette recherche entre dans le ca­
dre des travaux d'amélioration des 
plantes médicinales et aromatiques, 
entrepris par la Station fédérale de re­
cherches agronomiques de Changins 
(REY, 1988). 

Matériel et méthodes 

Les essais rapportés dans ce travail ont 
été réalisés à partir du clone de thym 
87/35, sélectionné par le Centre d'ar­
boriculture et d'horticulture des Fou­
gères, à Conthey. 

Résumé 
La multiplication d'un thym sélec­
tionné (clone 87/35) a été réalisée 
en cultivant des microboutures, 
comportant un nœud, sur un milieu 
nutritif renfermant des sels miné­
raux CMS (COLLET, 1985) et 
dépourvu de régulateurs de crois­
sance. Plus de 90% des plantes 
produites in vitro se sont acclima­
tées avec succès sur un substrat de 
culture traditionnel. 

Fig. I. Pousse de thym prélevée sur la plante mère (à gauche) et explantat fraîchement préparé 
pour la mise en culture (à droite). 

De jeunes extrémités de pousses, pré­
levées sur des pieds mères élevés en 
serre, sont découpées en segments de 
2 à 3 cm de longueur. Ces explantats 
sont désinfectés superficiellement par 
un double trempage, d'abord dans de 
!'hypochlorite de sodium à 0,75%, ad­
ditionné d'un mélange d'antioxydants 
(acide ascorbique 1% + acide citrique 
1,5 %) et de quelques gouttes de mouil­
lant (Teepol) puis, après un bref rinça­
ge à l'eau distillée stérile, dans du 
Kohrsolin® (Glutaraldéhyde, N, N'-
bis-(hydroxyméthyle) Urée (Bode & 
Co, Hamburg)) à 3%, pendant 15 mi­
nutes. Ils sont ensuite lavés trois à qua­
tre fois dans un mélange contenant 
50% d'eau distillée stérile et 50% d'an-
tioxydant (acide ascorbique 1 % + acide 
citrique 1,5%). 

Les microboutures, ainsi désinfectées, 
sont rafraîchies à environ 1 cm de lon­
gueur (fig. I) et placées dans des tubes 
de culture de 25X150 mm contenant 
15 ml d'un milieu de base MS (MURAS-
HIGE et SKOOG, 1962 modifié), ou CMS 
(COLLET, 1985), renfermant ou non dif­
férentes concentrations de régulateurs 
de croissance appropriées à la micro-
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Tableau 1. Milieux de culture de base utilisés pour la culture in vitro du thym. 

Constituants 

Macro-éléments (mM) 

NH4NO3 

KNO3 

MgSO„.7H20 
KH2PO4 

NH4H2PO4 

CaCI2.2H20 
Ca(N03).4H20 

Micro-éléments (//M) 

ZnSO4JH2O 
H3BO3 

MnS04.4H20 
CuS04.5H20 
Kl 
Na2Mo04.2H20 
CoCI2.6H20 
FeNaEDTA 

Vitamines UtM) 

Thiamine-HCI 
Pyridoxine-HCI 
Acide nicotinique 
Myo-lnositol 

Substances de croissance (nM) 

Ac. /i-indolylbutyrique (AIB) 
Ac. a-naphthylacétique (ANA) 
Benzyladénine (BA) 
Kinétine (Kin) 
Saccharose 
Agar 

CMS (CouEi, 1985) 

_ 
12,00 

1,50 
-

2,00 

3,00 

10 
100 
50 

1 
5,0 
1.0 
0,1 

30 

_ 
-
-
-

0,50 
0,53 
0,66 
0,70 
2% 
0,7% 

MS (MUHASHIGE el SKOOG, 1962") 

10,30 
9,40 
0,75 
0,62 
-

1,50 
-

30 
100 
100 

0,1 
5.0 
1,0 
0.1 

100 

3,0 
2.4 
4,1 

560 

0,50 
0,53 
0,66 
0.70 
3% 
0.7% 

•Milieux de culture de base de MURASMCE et SKOOQ dont les macro-éléments sont réduits à moitié de leur 
concentration 

Fig. 2. Croissance de la microbouture de thym 
cultivée sur le milieu nutritif CMS. après trois 
semaines de culture. 
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propagation (tabi. I). Le pH des mi­
lieux nutritifs est ajusté à 5,7-5,8 avec 
du NaOH ou de PHCl à 0,1 N avant 
l'autoclavage. La stérilisation des mi­
lieux de culture est réalisée à l'auto­
clave pendant 15 minutes, à 1210C 
(1.1 kg/cm2 de pression). 
Les cultures sont maintenues dans un 
environnement climatique à la lumière 
(850^W/cm2, photopériode de 16 heu­
res) et à une température alternée 
(23±1°C le jour, 18±1°C la nuit). 
L'humidité relative est de 55±5% 
dans l'enceinte de culture. 
Le sevrage des microplantes racinées 
est réalisé sous un brouillard «sec» 
(Dry Fog) et sur un substrat de culture 
composé d'un mélange de sable, de 
terreau d'écorce de pin et de terre fran­
che, dans une proportion de 1:2:1. 
Après 72 heures dans les conditions de 
saturation d'humidité, les jeunes mi­
croplantes sont transférées en condi­
tions de culture de serre, puis, p lus^^ 
tard, en pleine terre. 

Résultats et discussion 

Etablissement in vitro 

La désinfection superficielle du maté­
riel végétal sélectionné, selon notre 
procédé, a permis d'obtenir une reprise 
de croissance de l'ordre de 70%. Cette 
perte importante de matériel initial est 
due au brunissement des tissus fraî­
chement implantés, provoqué par 
l'oxydation des metabolites secondai-

FIg. 3. Développement du système racinaire sur les milieux de base MS (à gauche) et CMS 
(à droite). 



Tableau 2. Action de divers régulateurs de croissance sur le développement des 
microboutures de thym (Thymus vulgaris L.) in vitro. 

Traitements 
N» 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Milieu 
de 

base1 

CMS 

MS 

CMS 

MS 

CMS 

MS 

CMS 

MS 

Régulateurs 
de 

croissance 
(/'M) 

-

-

BA 0,66 

BA 0,66 

BA 0,66 
AIB 0,50 

BA 0,66 
AIB 0,50 

Kin 0,70 
ANA 0,53 

Kin 0,70 
ANA 0,53 

Croissance 
des bourgeons 

axillaires-' 
(cm) 

9,25 ± 0,86" 

9,33 ± 1.17" 

1,83 ± 0,96ù 

1,06 ±0,53 = 

0,98 ± 0.50 «• 

0,92 ± 0.47 <* 

0,41 ±0,15d 

0,48±0,18d 

Enracinement 

% 

100 

100 

-

-

15 

20 

25 

10 

Nombre 
de racines 

par explantat 

>10 

5-8 

-

-

1-2 

1-2 

2-3 

1-2 

( 'CMS: selon COLLET (1985). MS: MUHASHIGE et SKOOQ (1962) modifie 
JLes valeurs suivies d'une même lettre ne sont pas signiticativement diflérentes au seuil de 5%. selon le test de 
Duncan 

res exsudés dans le milieu de culture, 
lors de la préparation des explantats. 
Pour sa part, la contamination par des 
micro-organismes pathogènes (cham­
pignons, bactéries) ne représente 
qu'un très faible pourcentage de pertes 
(2 à 3%) sur l'ensemble des cultures. 
Ce phénomène de brunissement des 
tissus initiaux causé par le condition­
nement du milieu de culture a été éga­
lement observé par PRATIBHA et CHA-
îi KVt DI (1984), sur Ie romarin, et par Lf. 
(1987), sur l'hysope. 

Choix du milieu 
de multiplication 

!Dans nos essais préliminaires, il a été 
observé que la croissance des explan­
tats nodaux paraissait influencée par la 
composition minérale du milieu de 
culture, d'une part et, d'autre part, par 
la présence des régulateurs de crois­
sance. 
L'examen du tableau 2 confirme qu'ef­
fectivement, en l'absence de substan­
ces de croissance, seuls les milieux mi­
néraux de base CMS (COLLET, 1985) et 
MS (MURASHIOE et SKOOG, 1962) per­
mettent d'observer à la fois le dévelop­
pement de l'appareil végétatif et une 
formation abondante du système radi-
culaire (fig. 2). Toutefois, les explan­
tats cultivés sur le milieu CMS ont tou­
jours montré un meilleur enracine­
ment (fig. 3) ; les racines adventives qui 
se développent sur ce milieu sont 
beaucoup plus longues et mieux distri­
buées dans le substrat nourricier, alors 
que celles qui sont apparues sur le mi­

lieu MS présentent une faible croissan­
ce, caractérisée par la distribution d'un 
nombre restreint de racines de diffé­
rentes tailles, à partir de la base calleu­
se de Ia bouture. En outre, ces racines 
ont tendance à s'oxyder facilement, 
déjà après une vingtaine de jours de 
culture. Le bon développement du sys­
tème racinaire, dans nos conditions 
d'expérimentation, semble être lié à 
une réduction significative de la teneur 
en azote, principalement l'ion ammo­
nium NH4

+, dans le milieu minéral 
de base CMS, comme l'ont signalé 
GEORGE et SHERRIGTON (1984). 
L'effet bénéfique des régulateurs de 
croissance sur le développement des 
explants initiaux, rapporté par FURMA-

NOWA et OLSZOWSKA (1980), n'a pu être 
vérifié dans nos essais. Ainsi, lorsque 
les milieux nutritifs renferment une 
cytokinine, ou à la fois une cytokinine 
et une auxine, on peut observer, pour 
l'ensemble des cultures, une perturba­
tion du développement des bourgeons 
axillaires (fig. 4). La croissance de 
ceux-ci est fortement inhibée, lors­
qu'on remplace la benzyladénine 
(BA) par la kinétine (Kin), et l'acide 
/?-indoIylbutyrique (AIB) par l'acide 
a-naphthylacétique (ANA) (fig. 5). 
L'action d'une combinaison kinétine 
+ ANA a non seulement provoqué une 
diminution importante de la croissan­
ce des explantats, mais encore l'appari­
tion d'un cal à leur base. Le condition­
nement sélectif de !'Organogenese vers 
la production de cals et de racines hété­
rogènes, sur ces explantats, permet de 
supposer que l'interaction entre la te­
neur en substances de croissance en­
dogènes des plantes ligneuses, notam­
ment des espèces riches en huiles es­
sentielles, et Ie métabolisme des régu­
lateurs de croissance se trouvant dans 
ces milieux, pourrait être à l'origine du 
manque de stimulation au développe­
ment des bourgeons axillaires. Ce fait 
s'avère être en désaccord avec les ob­
servations rapportées par FURMANOWA 
et OLSZOWSKA (1980). 

Fig. 4. Faible croissance de la microbouture 
de thym observée sur un milieu MS enrichi 
de 0,66 /iM de benzyladénine (BA). 

Fig. 5. Inhibition de la croissance de la micro­
bouture de thym sur un milieu MS renfer­
mant 0,70 //M de kinétine (Kin) et 0.53 fjM 
d'acide a-naphtylacétique (ANA). 

Microbouturage in vitro 

Après quatre à cinq semaines de cultu­
re sur le milieu de base CMS (COLLET, 
1985), les premiers segments nodaux 
donnent naissance à déjeunes micro­
plantes racinées. Celles-ci peuvent ser­
vir, à leur tour, de matériel de départ 
pour d'autres cycles de multiplication. 
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Pour cela, on fragmente les jeunes ti­
ges en plusieurs portions comportant 
chacune un nœud et on les place à nou­
veau sur un milieu CMS neuf pour leur 
permettre de poursuivre leur croissan­
ce. Ainsi, un nouveau cycle de boutu­
rage in vitro peut être entrepris toutes 
les quatre à cinq semaines et cela, à 
l'abri des risques de contamination. 
Aucun brunissement n'a été enregistré 
au cours des repiquages successifs con­
trairement à la phase d'établissement. 
S'agit-il, dans ce cas, d'une optimalisa-
tion de développement qui rend super­
flues les réactions de défense de la 
plante? 

Sevrage et acclimatation 
Les microplantes pourvues d'un systè­
me racinaire bien développé, après un 
mois de développement in vitro, sont 
transférées dans un environnement 
saturé d'humidité durant les trois pre­
miers jours, afin de permettre aux jeu­
nes plantules de réacquérir le fonction­
nement des stomates. Puis, progressi­
vement, on ramène l'humidité relative 
de l'air aux conditions d'aération d'une 
culture en serre. En procédant ainsi, 
nous avons réussi à faire passer plus de 
90% des microplantes des conditions 
in vitro à l'environnement naturel 
(fig. 6). Elles ont toutes montré la mê­
me morphologie que le clone parent 
sélectionné. 

Conclusion 

Le développement des explantats no-
daux de thym in vitro peut être orienté 
vers la production de pousses feuillées, 
pourvues d'un système racinaire fonc­
tionnel, en utilisant un milieu nutritif 
artificiel relativement pauvre en azote, 
notamment en ion ammonium NH4*, 
et dépourvu de substances de crois­
sance. 
Ce mode de multiplication représente 
donc, en l'absence d'une méthode tra­
ditionnelle efficace, une alternative in­
téressante, qui nous permet d'envisa­
ger la constitution rapide des têtes de 
clone de thym sélectionnées, dans le 
cadre de nos travaux d'amélioration. 
Des essais ultérieurs réalisés sur d'au­
tres sélections de thym sont en cours 
d'expérimentation, en vue de vérifier 
l'efficacité de cette technique. 
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Fig. 6. Plantes de thym acclimatées depuis cinq mois sur un substrat horticole. 
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Summary 
The multiplication of selected thyme 
(clone 87/35) was achieved by culturing 
microcuttings, which contain one knot, 
on a CMS hormone-free medium 
(COLLET, 1985). More than 90% of in vitro 
rooted plantlets were successfully accli­
matized in soil. 

Zusammenfassung 
Für die Vermehrung von Thymian 
(selektierter Klon 87/35) wurden Mikro-
stecklinge mit einer Achselknospe auf ein 
Nährmedium überführt (CMS), welches 
Mineralsalze aber keine Wachstumshor­
mone enthält (COLLET, 1985). Über 90% 
der in vitro produzierten Pflanzen konn­
ten auf einem traditionellen Pflanzen­
substrat akklimatisiert werden. 
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Aspects pratiques de la micropropagation 
de la pomme de terre {Solanum tuberosum L) 
C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 

Introduction 

Au cours des dernières décennies, 
l'importance que revêt la technique de 
culture in vitro réside non seulement 
dans les possibilités d'investigation des 

«cessus morphogénétiques fonda-
itaux des plantes (TRAN. 1973 ; TRAN 

et CHLYAH, 1976; Ri INI ti et al.. 1977), 
mais encore dans ses applications 
au sein des programmes de sélection 
et d'amélioration des espèces végéta­
les cultivées (SCHÄI IR-MINUHR, 1985; 
SANGWAN et SANGWAN-NORRI-I-L, 1990). 
Cette nouvelle biotechnologie a effec­
tivement contribué au développement 
de nombreuses méthodes de produc­
tion, à l'échelle commerciale et indus­
trielle, pour des espèces agronomique-
ment intéressantes (CONGER, 1981; 
EVANS et SHARP, 1982). 
A la Station fédérale de recherches 
agronomiques de Changins, la culture 
In vitro de la pomme de terre (Solanum 
tuberosum L.) est pratiquée dans un tri­
ple but: comme moyen d'élimination 
des maladies virales (LE et COLLET. 
1985; Lf. 1986), comme alternative de 

f lservation de longue durée pour les 
riétés de pomme de terre de l'assor­

timent suisse (LE et COLLET. 1988) ou 
encore comme méthode de multiplica­
tion rapide de têtes de clones des varié­
tés nouvellement homologuées (REUST 
et LE. 1985). 
La multiplication rapide in vitro (ou 
micropropagation), contrairement à 
celle qui est pratiquée avec la méthode 
conventionnelle, offre certes de nom­
breux avantages : taux de multiplication 
élevé, indépendance par rapport aux sai­
sons, garantie sanitaire, surfaces de 
culture réduites, etc., mais l'application 
de cette nouvelle technique sur le plan 
pratique et à une échelle plus large ne 
peut être réalisée qu'avec une parfaite 
maîtrise du savoir-faire, afin d'éviter 
les aléas (mutations, variations) inhé­
rents à cette technique délicate et d'en 
faire bénéficier pleinement le consom­
mateur. 

Dans cet article, nous rapportons les 
premiers résultats portant sur la capa­
cité de croissance des miniboutures de 
pomme de terre, prélevées à différents 
niveaux d'insertion sur la miniplante 
lors de la multiplication rapide in vitro, 
afin d'assurer un potentiel de pro­
duction aussi élevé et régulier que 
possible. 

Techniques expérimentales 

Matériel végétal 

Des miniplantes de pomme de terre 
(cv. Bintje et Désirée) cultivées in vitro, 
au stade de quatre semaines de déve­
loppement, sont utilisées dans ces 
essais. 
Les explants (ou miniboutures), com­
portant chacun un bourgeon, sont pré­
levés sur la miniplante, tout en respec­
tant leur niveau d'insertion sur la tige : 
du niveau 0, correspondant à l'apex, au 
niveau 6 ou 7, représentant la base de 
la tige (fig. I). 

Résumé 
Des miniplantes de pomme de terre 
(cv. Bintje et Désirée) sont micro-
propagées in vitro, en respectant 
l'ordre des bourgeons établi sur la 
tige principale. La capacité de 
croissance des microboutures des 
rangs intermédiaires s'est révélée 
être supérieure à celle qui se trouve 
dans les parties extrêmes, au cours 
des repiquages successifs. Ce 
potentiel de développement doit 
être pris en considération lors des 
travaux de multiplication rapide de 
clones à grande échelle, afin d'as­
surer une production optimale de 
matériel de qualité. 

Fig. I. Miniplante de pomme de terre frag­
mentée en microboutures numérotées de 0 
(apex) à 6 ou 7 (partie basale). 

Milieu de culture 

Les microboutures de pomme de terre 
sont cultivées dans des tubes en verre 
de 25 mm de diamètre et 15 cm de lon­
gueur. contenant chacun 15 ml d'un 
milieu de prolifération décrit précé­
demment (LÉ et COLLET. 1985), afin de 
favoriser leur croissance en conditions 
de cultures stériles. 

Environnement de culture 

Les cultures sont maintenues dans une 
chambre de croissance (cellule climati­
sée Weiss, type 12E/1U-PK) où elles 
sont soumises à une photopériode de 
16 heures par cycle de 24 heures. 
L'éclairement est assuré par des tubes 
fluorescents Sylvania 215 W (Cool 
White), fournissant 1800 /^W/cm2 en­
viron au niveau des récipients de cultu­
re. La température est de 18°C le jour 
et de 16°C la nuit, durant toute la 
période de l'essai. 

Estimations statistiques 

L'appréciation de la capacité de crois­
sance des différents niveaux d'inser­
tion sur la miniplante de pomme de 
terre est réalisée sur la base des mesu-
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i M H de croissance des microboutures en fonction des niveaux de prélèvement. 

res de lu croissance en huuteur des mi-
nipl.mtes. après chaque cycle de multi­
plication de quatre semaines. 
I.'essai a été répété au moins deux fois, 
uvee un nombre de 16 a 18 explants par 
niveau de prélèvement et pur variété 
de pomme de terre expérimentée. 

Résultats et discussion 

La capacité de croissunce des explunts 
de pomme de terre (cv. Bintje et Dési-
rée i. prêter 6s à différents niveuux d'in­
sertion, est illustrée duns Iu figure 2. 
Chez lu vuriété Bintje, on note une dif­
férence importunte quant à la croissan­
ce entre les purties extrêmes (niveaux 0 
et 6) et les niveaux 1 ù 5, uvee un opti­
mum situé uu niveuu 3. 
Pour la variété Désirée, une réduction 
significative de lu croissunce u été ob­
servée uu niveuu 0, ulors que le déve­
loppement des niveaux 1,6 et 7 ne sem­
ble pas être trop défavorisé par rupport 
uux niveaux inlermédiuires (2 à 5). 
Ces observutions s'uvèrent être en par-
tie en accord avec les résultats des tra-
vauxdeCoLLRTet Lt (1987), qui ont mis 
en évidence la perte de productivité 
des bourgeons apicaux de porte-greffe 
de pommier, en suivant leur évolution 
au cours de multiples subcultures. 
Concernunt le développement effectif 
de nouveuux entre-nœuds 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 à 5) paraît être 
plus forte pour la variété Bintje que 
pour Désirée. Dans nos conditions 
d'expérimentation, la faible croissance 
de l'ensemble des explants de la varié­

té Désirée pourrait être expliquée par 
le caractère particulier lié au génotype, 
comme l'ont signalé LÉ et C o m i 
( 1988) dans leurs travaux portant sur la 
survie de ces variétés, après 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 différents niveaux d'insertion sur la 
plante de départ. 

Des travuux portunt sur d'uutres varié-
tés de pomme de terre de rassorti­
ment suisse sont en cours de réalisa­
tion. afin de vérifier notre procédé de 
multiplication. 
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Summary 

Practical aspect of in vitro micro-
propagation of commonly grown 
potatoes (Solanum tuberosum L.) 

I'.natu minipl.ints ics Bintje and Desi-
! ni rés­

ilie order of buds originated from 
the mam stem Besl growth • 
been Found m microcutting! 
from the middle part of these mimpi.ints 
in comparison with those provided l r o t f l 
the top and bottom, in - P 

to be taken into account Bl the lii 
ale clonal propagation, m 

insuring optimal production of high qua-
lit j m.ii 

Zusammenfassung 

Praktische Ansichte von in vitro Ver­
mehrung von Kartoffeln (Solanum 
tuberosum L.) 

Kartoffelpflänzchen (cv. Bim 
irden untet Beachtung der Kno-
Inung îles ii.!.i, in vitro 

vermehrt. l:s stellt sich nach mein 
Subkulturen I -sehe /uu.uhska 

- I'll.-.n/1 li. 
• 

kapazitXt m werden bei 
ung um ein 

ne Produkt \ .alitalsniate-
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Assainissement de l'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 

En vue de l'assainissement virologi-
que de l'échalote, les auteurs décri­
vent une méthode permettant la 
germination des graines in vitro, la 
prolifération de pousses feuillées et 
leur enracinement. Les plantules 
ainsi obtenues sont exemptes du 
virus de la bigarrure de l'oignon et 
du virus latent de l'échalote. Elles 
produisent des petits caïeux qui, 
en deuxième année, donnent des 
plantes vigoureuses et de gros bul­
bes. En troisième année, on obtient 
une floraison abondante, ce qui 
n'est pas usuel chez l'échalote. 

Introduction 

Dans le régime alimentaire des popu­
lations du sud de l'Europe et du bassin 
méditerranéen, l'échalote (Allium as­
calonicum L.), plante potagère de la 
famille des liliacées, occupe grâce à sa 
richesse en arômes une place impor­
tante. 
Ce légume-condiment renferme à 
l'état frais beaucoup de sels minéraux, 
de très nombreux oligo-éléments et 
des vitamines. En médecine, l'usage de 
l'échalote a pour but de renforcer le 
rythme cardiaque (tonicardiaque), de 
régulariser la sécrétion biliaire (cholé-
rétique), ainsi que de favoriser la fonc­
tion urinaire. 
La production de l'échalote, à l'échelle 
européenne, est en constante progres­
sion. La France, principal pays produc­
teur de la CEE, a vu augmenter ses sur­

faces de culture de 1500 ha en 1982 à 
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, à 1397 tonnes en 1986 (LÜTHI, 
1988). 
Contrairement à la multiplication de 
l'oignon qui s'effectue au moyen de se­
mences, celle de l'échalote se fait par 
voie végétative, en cultivant les bulbes 
(ou caïeux) qui se développent sur la 
plante-mère en cours de végétation. 
Or, ce mode de reproduction augmen­
te les risques d'infection par des micro­
organismes pathogènes, en particulier 
des virus. On connaît les virus occa­
sionnant les baisses de rendement 
dans les cultures d'échalotes (CADI-
LHAC et al., 1976 ; Bos, 1976 ; Bos et al., 
1978 ; VERHOYEN et HORVAT, 1981 ; DELE-
COLLE, 1982). Il s'agit du virus de la 
bigarrure de l'oignon (OYDV) et du 
virus latent de l'échalote (SLV). Ces 
deux agents pathogènes, transmis par 
des insectes, notamment des puce­
rons, peuvent causer des pertes de pro­
duction allant jusqu'à 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 
celles dont est issue la variété Milrac, 
une nouvelle obtention de la RAC 
(Centre des Fougères, Conthey), sont 
relativement tolérantes au virus de la 
bigarrure de l'oignon (OYDV), qui 
sans nul doute s'avère être 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 caractères agronomiques inté­
ressants (LE, 1985 ; DARBELLAY et al., 
1988). 
Il existe différentes techniques per­
mettant l'élimination des virus des 
plantes cultivées. La technique la plus 
couramment utilisée pour l'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 (PHATAK, 1974). Cette 
voie présente certes des avantages vu 
qu'elle ne nécessite pas de moyens 
sophistiqués. Elle est applicable à une 
vaste gamme d'espèces végétales, mais 
elle ne reproduit pas toujours le clone 
désiré. Encore faut-il trouver les condi­
tions optimales permettant de pro­
duire convenablement des semences. 
Dans le cas de l'échalote, la difficulté 
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 cultures 
traditionnelles. Toutefois, lorsque la 
montée en graines a lieu, les semences 
peuvent être utilisées pour la produc­
tion de caïeux dont la valeur commer­
ciale est, semble-t-il, non négligeable 
pour les variétés existantes (LAROCHE et 
VERHOYEN, 1980). 
Nous rapportons dans le présent article 
les premiers résultats des travaux d'as­
sainissement de l'échalote entrepris de 
1986 à 1988 et portant sur des sujets 
issus de semences cultivées in vitro. 
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Tableau 1. Milieux de culture utilisés dans différentes phases de culture in vitro. 

Macro-éléments [mM] 
NH4NO3 

KNO3 

MgSO4-7H2O 
KH2PO4 

NH4H2PO4 

CaCI2-2H2O 
Ca(N03)2-4H20 

Micro-éléments [ftM] 
ZnSO4 -7H2O 
H3BO3 

MnS04-4H20 
CuSO4-OH2O 
Kl 
Na2MoO4 -2H2O 
CoCI2-6H2O 
FeNaEDTA 

Vitamines [//M] 
Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCI 
Acide nicotinique 
Myo-inositol 

Saccharose 
Agar 

CMS (Collet. 1985) 

Germination 

-
12,00 
1,50 
-

2,00 

3,00 

10 
100 
50 
1 

5.0 
1.0 
0,1 
30 

-
-
-
-

2% 
0.7% 

Murashige et Skoog (1962) 

Multiplication 

+ Enracinement* 

10.30 
9.40 
0.75 
0.62 

-
1.50 
-

30 
100 
100 
0.1 
5,0 
1.0 
0.1 
100 

3.0 
2.4 
4.1 
560 

3% 
0.7% 

•Milieux de culture de base de Murashige et Skoog dont les macroéléments sont réduits à moitié de leur 
concentration 
Les régulateurs de croissance pour la multiplication (Hussey. 1980) correspondent a 17,76 «M de BA et 5,37 ^M 
d'acide a-naphthylacétique, et pour l'enracinement à 0.05 »M d'acide a-naphthylacétique. 

Techniques et résultats 

Matériel 

Le matériel végétal utilisé dans notre 
essai consiste en semences d'échalote 
cuivrée demi-longue (type Jersey) du 
clone T 140, sélectionné par le Centre 
des Fougères, RAC-Conthey. 

Germination in vitro 

Les semences sont désinfectées super­
ficiellement dans de !'hypochlorite de 
sodium à 1,5 % pendant 15 minutes. En­
suite, elles sont lavées trois fois à l'eau 
distillée stérile et placées dans des boî­
tes de Pétri de 5 cm de diamètre, conte­
nant 9 à 10 ml de milieu de culture 
CMS (Coi i ET. 1985) (tabi. 1). Les boîtes 
de Pétri scellées au Parafilm® sont 
maintenues pendant cinq jours dans 
l'obscurité, à 25°C, puis transférées à 
la lumière avec une photopériode de 
16 heures. 

Dans ces conditions stériles, les se­
mences germent au bout d'une semai­
ne (fig. I). A ce stade, un repiquage 
immédiat sur un nouveau milieu de 
culture (multiplication) s'avère néces­
saire pour permettre aux jeunes plan-
tules de poursuivre normalement leur 
développement. Un séjour trop long 

Fig. I. Germination in vitro de l'échalote. 

sur le milieu d'installation risque de 
perturber leur cycle de croissance et 
diminue ainsi leur chance de prolifé­
ration ultérieure. 

Multiplication in vitro 

Dans le but d'induire la prolifération 
de nouvelles pousses, les jeunes plan-
tules issues de germination sont trans­
férées très rapidement sur un milieu de 
culture de base composé de sels miné­

raux de MURASHIGE et SKOOG (1962) mo­
difié, avec du Fe chelate par EDTA à 
raison de 40 mg/1, contenant diverses 
substances de croissance (tabi. 1). 
Les récipients de culture (tubes de 25 x 
150 mm avec fermeture cap-o-test) 
sont placés dans un environnement où 
ils sont soumis à une photopériode de 
16 heures par cycle de 24 heures. 

Fig. 2. Développement de nouvelles pousses 
feuillées sur le milieu de base de Murashige 
et Skoog (1962). renfermant 17,76 fiM de 
Benzyladénine (BA) et 5.37 fjM d'acide 
a-naphtylacétique (ANA). 

L'éclairement est assuré par des tubes 
fluorescents Sylvania de type Cool 
White de 215 W, donnant 200>W/cm2 

environ au niveau des récipients de 
culture. La température est de 20± 10C 
lejouretde 16 ± I0C la nuit. Une humi­
dité relative de 55 à 60% est maintenue* 
dans l'enceinte de culture, pendant" 
toute Ia durée de l'essai. 
Dans nos conditions de culture, la pro­
duction de pousses feuillées demeure 
encore modeste. Une moyenne de 2 à 3 
nouvelles pousses formées par explan-
tat et par cycle de 3 à 4 semaines a été 
obtenue pour l'ensemble de nos cultu­
res (fig. 2). 

Nous avons répété cette culture de 
multiplication pendant plusieurs cy­
cles, et au cours de ces repiquages suc­
cessifs sur le milieu de multiplication, 
il apparaît que certains individus sont 
plus productifs que d'autres (fig. 3), et 
que les nouvelles pousses feuillées 
prennent naissance dans la partie péri­
phérique du plateau basal (fig. 4). Ce 
mode de prolifération a aussi été re­
marqué par HUSSEY et FALAVIGNA (1980) 
dans le cas de l'oignon (A. cepa L.) 
cultivé in vitro. 
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Enracinement 

Cette phase consiste à prélever des jeu­
nes pousses feuillées de 3 à 4 cm de 
longueur, obtenues sur un milieu de 
prolifération, et à les transférer sur un 
milieu de base de MuRASMGEet SKOOG 
(1962) modifié, auquel est ajouté 0,05 
fiM d'acide a-naphthylacétique (ANA) 
(tabi. 1). 
Les conditions de culture de cette der­
nière phase restent identiques à celles 

Fig. 4. Développement de nouvelles pousses 
feuillées dans la partie basale de l'explantat. 

qui sont pratiquées lors de la phase de 
multiplication. 
L'aptitude à former des nouvelles raci­
nes, qui permet de reconstituer des 
plantes entières capables de poursui­
vre leur cycle de végétation ultérieur, 
se manifeste sans aucune difficulté 
particulière chez l'échalote cultivée in 
vitro (ca. 100% de microboutures enra­
cinées). Dans nos conditions d'expé­
rimentation, les ébauches racinaires 
sont apparues après une semaine de 
traitement et ont évolué rapidement 
en donnant naissance à de longues ra­
cines (fig. 5). Cette formation rapide 
des racines adventives permet aux jeu­
nes plantules d'échalote d'acquérir très 
vite leur autonomie lors de la phase 
d'acclimatation en serre. 

Fig. 5. Microbouture d'échalote après deux 
semaines de culture sur milieu rhizogène 
contenant 0,05 fiM d'acide a-naphthylacé­
tique (ANA). 

Contrôles virologiques 

Après avoir obtenu des plantes raci-
nées prêtes à subir le sevrage, nous 
avons procédé à plusieurs reprises à la 
vérification de leur état sanitaire. Le 
contrôle de la présence des agents pa­
thogènes chez les individus multipliés 
in vitro est réalisé au moyen d'obser­
vations au microscope électronique 

et des tests immuno-enzymatiques 
ELISA, selon CLARK et ADAMS (1977), 
avec adjonction d'ovalbumine dans le 
tampon de CLARK. 
Effectivement, les sujets issus de se­
mences cultivées in vitro se sont révé­
lés exempts de virus de la bigarrure de 
l'oignon (OYDV) et du virus latent de 
l'échalote (SLV), lors de nos examens 
virologiques (tabi. 2). Cette observa­
tion semble donc être en parfait accord 
avec l'hypothèse selon laquelle les 
agents pathogènes, particulièrement 
les virus, ne peuvent être transmis par 
voie generative (Bos. 1976; PELET, 
1988). 

Sevrage et culture en serre 

Déjeunes microplantes d'échalote ra-
cinées in vitro sont repiquées sur un 
substrat de culture contenant un mé­
lange de TKS 1 et de Perlite dans une 
proportion de 4:1. Elles sont placées 
ensuite sous une atmosphère saturée 
d'humidité pendant 72 heures et pro­
gressivement ramenées à une aération 
normale en vue de leur permettre de 
bien s'adapter au nouvel environne­
ment de culture. 

Les plantes ainsi sevrées sont transfé­
rées, après quelques semaines de déve­
loppement, dans des pots d'une conte­
nance de 1 litre, renfermant un terreau 
classique (1/3 tourbe + 1/3 terre fran­
che stérilisée à la vapeur + 1/3 sable) 
et placées en conditions de culture de 
serre. 
L'acclimatation selon notre procédé 
n'a pas présenté de difficultés particu­
lières (85 % de réussite) ; néanmoins, il 
convient de signaler qu'un contrôle sé­
vère de l'humidité ambiante pendant 
le passage din vitro au milieu naturel 
est indispensable pour réussir de telles 
cultures. 
Dans nos conditions de culture, la du­
rée complète de végétation des micro­
plantes produites in vitro est de six 
mois environ et exige la transplanta­
tion en serre en mars ou avril. Les jeu­
nes plantes transférées plus tard subi­
ront un repos pendant les mois d'hiver 
et ne termineront leur cycle de déve-

Tableau 2. Test immuno-enzymatique ELISA portant sur la présence du virus de la 
bigarrure de l'oignon (OYDV) et du virus latent de l'échalote (SLV) chez l'échalote 
régénérée par voie generative in vitro. 

OYDV 

Témoin 
malade 

1,445±0,025 

Témoin 
sain 

0,071 ±0,002 

Sous-clonea 

T 140 

0,072 ±0,001 

SLV 

Témoin 
malade 

1,240±0,032 

Témoin 
sain 

0,112±0,010 

Sous-clonea 

T 140 

0,206 ±0,011 

"Valeurs moyennes enregistrées sur 18 sous-clones régénérés m vitro. 
Dans ce tableau, les valeurs (moyennes ± erreur type) sont exprimées en densités optiques (DO) mesurées à 
405 nm comme bande passante, après 60 minutes. Les témoins sains sont des plants d'oignon de semis. 
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/1,1,' 6. Caïeux de petite taille (flèche) obtenus en culture de serre (en haut), et bulbes de gros 
calibre récoltés en culture de pleine terre (en bas). 

loppement qu'au cours de Tannée sui­
vante. 
La production de caïeux sur ces vitro-
plants est limitée à un ou deux exem­
plaires par plante d'échalote cultivée; 
leur poids varie entre 2 et 3 grammes 
chacun (fig. 6). 

Production de caïeux 
en pleine terre 

De petits bulbes récoltés en serre sur 
des microplantes issues de culture in 
vitro ont été plantés en pleine terre au 
mois de mars à Conthey, en vue de 
produire de nouveaux caïeux en condi­
tions de culture traditionnelles. 
On dispose à cet effet les bulbes en 
plates-bandes de quatre lignes avec un 
passage de 60 cm, cela à raison de 10 à 
12 plants par mètre carré. Des travaux 
d'entretien (désherbage, traitement 
phytosanitaire, etc.) et de fertilisation 
ont été opérés de la même façon que 
pour la culture traditionnelle des écha­
lotes. La récolte a eu lieu au début du 
mois de septembre et correspond à Ia 
phase de maturité de l'échalote cuivrée 
demi-longue (type Jersey), cultivée en 
Valais. 
Dans nos conditions d'essai, le nombre 

Fig. 7. Culture de caïeux de grande taille enl 
pleine terre montrant la vigueur et l'homogé-" 
néité des plantes en provenance de culture 
in vitro. 

Fig. S. Mise à fleurs de l'échalote assainie au troisième passage en terre. 

de bulbes produit par des plants prove­
nant de la culture in vitro, après une 
première année en terre, reste encore 
faible (tabi. 3). Par contre, leur taille est 
considérable, pesant 20 à 25 g chacun 
(fig. 6). Dans le cas présent, bien que la 

Tableau 3. Poids moyens et taux de multiplication de l'échalote en provenance de 
culture in vitro et de multiplication traditionnelle. 

Provenance 

Culture traditionnelle 

Culture in vitro 

Densité 
de plantation/m2 

10-12 pi. 

10-12 pi. 

Poids moyen 
(Ol 

19-22 

20-25 

Taux 
de multiplication 

10,6-10.7 

2-3 

production de bulbes de qualité com­
merciale soit nettement inférieure à 
celle obtenue en culture traditionnelle, 
Ie matériel végétal ainsi produit pré­
sente cependant un intérêt botanique. 
En effet, après la remise en terre, les 
gros caïeux formés au cours de la pre­
mière année de pleine terre donnent 
naissance à des plantes vigoureuses 
montrant une parfaite homogénéité 
dans leur comportement au champ 
(fig. 7). Toutefois, ces plantes montent 
toutes en graines assez rapidement 
(fig. 8); cette aptitude à fleurir chez 
l'échalote provenant de plantes culti-
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Fig. 9. Floraison de l'échalote assainie à l'exté­
rieur A et sous abri grillagé • . 

vées in vitro se manifeste aussi bien 
chez les individus maintenus sous abri 
grillagé que chez ceux qui sont plantés 
à l'extérieur de celui-ci (fig. 9 a + b). 
D'une manière générale, la mise à 
fleurs des échalotes n'est qu'occasion­
nellement observée au champ sous ré­
serve de conditions particulières (tem­
pérature de stockage, date de planta­
tion, etc.). Le pourcentage de floraison 
obtenu dans ces occasions est même 
très faible et variable. Cela nous incite 
à poser la question de savoir si cette 
floribondité est la conséquence de 
l'opération d'assainissement viral ou 
celle de la multiplication in vitro sur 
milieu nutritif riche. Ces hypothèses 
sont en cours de vérification, de même 
que la qualité des semences obtenues 
dans le cadre de ce travail. 

Conclusion 

Ces premiers résultats d'expérimen­
tation et d'observation portant sur 
l'assainissement de l'échalote (clone 
T140) par semis et multiplication in 
vitro nous permettent d'établir les 
constatations suivantes : 
— la totalité des plantes produites par 

semis et multiplication in vitro est 
exempte de virus de la bigarrure de 
l'oignon (OYDV) et de virus latent 
de l'échalote (SLV); 

— la reconstitution des caïeux à partir 
de matériel cultivé in vitro nécessite 
deux passages en terre. La premier 
passage donne naissance à des pe­
tits bulbes qui, à leur tour, mis en 
terre, produisent de gros bulbes; 

— la plantation de ces gros caïeux, à la 
troisième année, aboutit à la mise à 
fleurs — fait exceptionnel dans les 
cultures traditionnelles. 
D'un point de vue pratique, ce fait 
pourrait offrir une nouvelle possibi­
lité de production de caïeux, sem­
blable à celle pratiquée pour la cul­
ture de l'oignon, cela pour autant 
que la qualité des descendants soit 
conforme aux clones-mères. 
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Summary 

In order to obtain virus-free clones of 
shallot from seeds, the authors experi­
mented a method for germinating seeds 
in vitro, inducing multiple shoot produc­
tion and rooting these shoots, also in 
vitro. These plantlets were free of onion 
yellow dwarf and shallot latent viruses. 
Once transferred to soil, they produced 
small bulbs that in the second growing 
season gave vigourous plants with quite 
large bulbs. In the third growing season, 
these bulbs grew into floriferous plants, a 
fact that is unusual for shallot. 

Zusammenfassung 

Zur Virusbefreiung bei der Schalotte be­
schreiben die Autoren eine Methode, 
die die Keimung von Samen in vitro 
ermöglicht, sowie die Vermehrung von 
Trieben und deren Bewurzelung. 
Die auf diese Weise erhaltenen Pflanzen 
sind frei von dem Virus der Gelbstreifig-
keit der Zwiebel (OYDV) und dem Laten­
ten Virus der Schalotte (SLV). 
Sie produzieren kleine Samenzwiebeln 
welche im zweiten Jahr kräftige Pflanzen 
mit grossen Zwiebeln ergeben. Im dritten 
Jahr erhält man eine reichliche, bei der 
Schalotte unübliche Blüte. 
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Assainissement de l'échalote 
(Allium ascalonicum L) 
II. Thermothérapie et culture de méristèmes 

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

Résumé 
On décrit dans cet article une 
méthode d'élimination du virus de 
la bigarrure de l'oignon (OYDV) et 
du virus latent de l'échalote (SLV) 
des clones d'échalote sélectionnés 
en Suisse (Milrac®), en combinant 
le traitement par la chaleur in vitro 
(thermothérapie) et la culture de 
méristèmes, dans le but de pro­
duire un stock de plantes saines 
servant de matériel expérimental 
nécessaire à nos travaux d'amé­
lioration. 

Matériel et techniques 

Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé dans notre 
essai est constitué de clones d'échalote 
cuivrée demi-longue (type Jersey) de 
la variété Milrac®, obtenus par la Sta­
tion fédérale de recherches agronomi­
ques de Changins (Centre des Fougè­
res, Conthey). 
Les examens virologiques effectués au 
microscope électronique et à l'aide des 
tests immuno-enzymatiques ELISA, 
ont révélé la présence du virus de la bi­
garrure de l'oignon (OYDV) et du vi­
rus latent de l'échalote (SLV) sur tous 
nos échantillons d'échalote. 

Etablissement in vitro 

Des bulbes d'échalote en phase de dé­
veloppement (fig. I), provenant de nos 
sélections (clones 1, 5, 8,12 et 13), sont 
désinfectés superficiellement par un 
bref passage dans de l'éthanol à 70%, 
suivi d'un trempage dans une solution 
d'hypochlorite de sodium à 1% pen­
dant 15 minutes, puis, après un rinçage 
rapide à l'eau stérile, dans du Kohrso-
lin® à 3% pendant 20 minutes. Ils sont 
ensuite rincés trois à quatre fois à l'eau 
stérile et séchés entre deux feuilles de 
papier filtre stériles. 
Sous une hotte à flux d'air laminaire 
stérile, on enlève d'abord les premières 
écailles enveloppantes (2 à 3 couches) 

Introduction 

Dans la première partie de cet article 
(LÉ et al., 1989). nous avons montré que 
l'assainissement virologique de l'écha­
lote {Allium ascalonicum L.), par semis 
et multiplication in vitro, a permis d'ob­
tenir des plantes indemnes de mala­
dies causées par le virus de la bigarrure 
de l'oignon (OYDV) et par le virus 
latent de l'échalote (SLV). 
Nous présentons ici une autre techni­
que de régénération, qui préserve les 
caractères génétiques de la sélection, 
où l'on fait intervenir le traitement à la 
chaleur (thermothérapie) in vitro et la 
culture de méristèmes sur l'échalote 
Milrac* — une nouvelle sélection suis­
se —, en vue de créer des têtes de clones 
saines servant de matériel de base pour 
nos travaux d'amélioration. 

\ . 

Fig. I. Echalotes Milrac® cultivées en case climatisée. 
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de façon à dégager suffisamment la 
plaque basale, que Ton découpe ensui­
te en plusieurs morceaux de 0,5 cm3 

environ, contenant chacun au moins 
un point végétatif. Ensuite, on installe 
les explants, ainsi préparés, sur un 
milieu de culture renfermant les sels 
minéraux CMS (COLLET, 1985), addi­
tionné de saccharose (3%). 
Les cultures sont placées dans une 
chambre de croissance dont la photo­
période est de 16 heures par cycle de 
24 heures. L'éclairement, dont l'inten­
sité lumineuse est de 200 /iW/cm-1 au 
niveau des plantes, est fourni par des 
tubes fluorescents de 215 W (type SyI-
viinia Cool White). La température est 
maintenue par un système de régula­
tion climatique assurant 23 0C le jour et 
18°C la nuit, durant toute la période de 
l'essai. 
Après une semaine en conditions de 
culture in vitro, les explants débarras­
sés de leurs agents infectieux en surfa­
ce sont transférés sur le milieu de proli-
fération utilisé auparavant (Li- et al., 
1989). Toutes les quatre à cinq semai­
nes, les cultures sont à nouveau repi­
quées sur un milieu neuf, mais de mê­
me composition, afin de constituer un 
stock de plants de base servant de ma­
tériel expérimental (fig. 2). 

Thermothérapie in vitro 

Des microplantes de 3 semaines de 
croissance in vitro sont placées dans 
une enceinte de culture de 75 x 65 x 60 
cm, dont la température initiale est de 
27°C, puis progressivement élevée 
pendant trois jours à 33 0C au niveau 
des cultures. Le contrôle de la tempé­
rature effective est réalisé à l'aide d'un 
thermocouple cuivre-constantan, ins­
tallé à l'intérieur des tubes de culture 
et relié à un collecteur de données (Li-
100 Datalogger). Cette température est 
maintenue pendant 20 jours, période 
pendant laquelle la multiplication des 
virus est fortement inhibée, alors que 
se poursuit lentement la croissance des 
microplantes d'échalote. 

Culture de méristèmes 

Après la période de traitement par la 
chaleur, les dômes méristématiques 
(fig. 3), au nombre de 40 à 50 explants 
par clone et par traitement, sont ex-
11ails des microplantes sous la loupe 
binoculaire (grossissement 20 à 30 x) 
et sont transférés dans des boîtes de 
Pétri de 5 cm de diamètre, contenant 
un milieu nutritif composé de sels mi­
néraux de GAMBOSJG et ai. (1968), de 
thiamine (0,1 mg/1), de pyridoxine 
(0,5 mg/1), d'acide nicotinique (0.5 mg/ 

Développement de nouvelles pousses 
feuillées sur milieu de prolifération. 

I), de myo-inositol (100 mg/1), de sac­
charose (3%) et de 0,7% d'agar(Bacto-
Difco). Le pH du milieu est ajusté à 5,8 
avant la stérilisation à l'autoclave. 

Contrôles virologiques 

Le contrôle de la présence des agents 
pathogènes (OYDV et SLV) sur les 
plantes régénérées à partir de méristè­
mes (mériclones) est réalisé au moyen 
des tests immuno-enzymatiques ELI­
SA, selon CLARK et ADAMS (1977) avec 
adjonction d'ovalbumine au tampon 
d'extraction. Pour le virus de la bigar­
rure de l'oignon (OYDV), les réactifs 
provenaient de Bioreba AG, Bâle. tan­
dis que pour le virus latent de l'échalo­
te (SLV), un sérum brut nous a été 
donné par L. Bos, à Wageningen. L'ex­
traction et la conjugaison des anticorps 
du SLV ont été réalisées dans le service 
de virologie de la Station fédérale de 

Ftg. 3. Point végétatif d'échalote Milrac* 
montrant le méristème. 

Changins. Les observations au micro­
scope électronique ont été effectuées 
selon les méthodes de décoration et 
d'aggrégation de MILNE et LUISONI 
(1975). Dans les cas où les valeurs obte­
nues avec les tests ELISA, qui sont ex­
primées en densités optiques (D.O.), 
étaient très proches de la moyenne des 
témoins, un examen au microscope 
électronique s'imposait alors afin de 
confirmer la présence de virus, ou au 
contraire de l'infirmer. 

Résultats et discussion 

Installation in vitro 

L'installation in vitro du matériel infec­
té de viroses (OYDV et SLV), selon 
notre procédé décrit plus haut, n'a pas 
présenté de difficultés particulières. 
En effet, on note une reprise de crois-, 
sance de l'ordre de 95% pour l'ensem-' 
ble des explants mis en place après une 
quinzaine de jours de culture. On note 
que la part de la contamination par des 
microorganismes pathogènes (bacté­
ries, champignons, etc.), qui est la con­
séquence d'une mauvaise désinfection 
superficielle, ne représente qu'un fai­
ble pourcentage de pertes (1 à 2%) sur 
la totalité des points végétatifs extraits 
de la plaque basale. D'autre part, un 
exsudât de couleur jaune foncé, qui est 
dû probablement à une oxydation des 
metabolites secondaires rejetés dans le 
milieu nutritif au cours de l'installa­
tion, a été observé sur un certain nom­
bre d'expiants, après quelques heures 
déjà suivant le transfert en conditions 
de cultures stériles. Toutefois, ce phé­
nomène de pollution du milieu de 
culture ne semble pas affecter de ma­
nière significative la croissance de nos 
explants, en comparaison avec ceux 
dont le substrat de culture demeure 
transparent tout au long de la phase 
d'établissement. 

Survie des méristèmes 

Dans nos conditions, les méristèmes 
d'échalote ont évolué, après 2 semai­
nes de culture, en déjeunes plantules 
de 1 à 2 cm de longueur environ, que 
l'on repique ensuite dans des tubes de 
150 x 25 mm pour leur permettre de se 
développer complètement. 
La survie des méristèmes, ayant subi 
ou non un traitement préalable à la 
chaleur, est illustrée par la figure 4. On 
constate, pour l'ensemble des clones 
expérimentés, une forte diminution du 
taux de survie des méristèmes après 
6 semaines de culture. La perte de la 
capacité de régénération s'avère toute-
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Fig. 4. Influence du mode de traitement sur le taux de survie des méristèmes d'échalote Milrac®. 

fois être plus importante, dans nos 
conditions, pour les méristèmes issus 
de plantes soumises à une période de 
haute température, que pour ceux pro­
venant des cultures maintenues à la 
température de la chambre de crois­
sance. Cette différence peut être expli­
quée par le fait que d'éventuelles bles­
sures pourraient être occasionnées aux 
minuscules dômes méristématiques, 
difficilement reconnaissables de par 
leur aspect translucide, lors de l'extrac­
tion, et que le traitement par la chaleur 

aurait effectivement pu ralentir leur 
croissance, rendant ainsi le développe­
ment des méristèmes difficile. 
Ces observations s'avèrent être en ac­
cord avec celles rapportées par Lc et 
COLLET (1985), portant sur la perte de la 
capacité de développement des méris­
tèmes de pomme de terre de la variété 
Sangema, lorsqu'on prolonge Ia pério­
de de haute température au-delà d'une 
semaine de traitement. 
L'absence de développement des mé­
ristèmes en cours de régénération 

C L O N E S 
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Fig. 5. Influence du traitement par thermothérapic sur le taux de régénération des clones d'écha­
lote Milrac®. 

coïncide souvent avec l'apparition de 
nécroses à la base des explants, qui 
provoque d'abord un arrêt 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 présentés dans 
Ia figure 5 confirme l'efficacité de l'as­
sociation d'un traitement par la cha­
leur à la culture in vitro des méristè­
mes, pour l'élimination du virus de la 
bigarrure de l'oignon (OYDV) et du vi­
rus latent de l'échalote (SLV), après 
huit semaines de culture. 
En effet, la reconstitution de plantes 
d'échalote indemnes de maladies vira­
les, selon notre technique, a permis 
d'obtenir un pourcentage élevé d'indi­
vidus débarrassés complètement d'or­
ganismes pathogènes, contrairement à 
ceux auxquels la période de haute tem­
pérature n'a pas été appliquée. Des ré­
sultats semblables (85%) ont aussi été 
mentionnés par Avuso et PENA-IGLESÌAS 
(1981), portant sur l'élimination de 
l'OYDV sur l'ail. Par contre, WALKEYC/ 
al. (1987) n'ont pas trouvé de différen­
ce significative entre les méristèmes 
ayant subi un traitement à 330C et 
ceux qui sont maintenus à la tempéra­
ture ambiante, pour l'échalote Noord-
hollandse Strogele. Le pourcentage de 
plantes saines obtenu pour ces deux 
types de traitements demeure toute­
fois faible (25,7%). Ce fait pourrait être 
dû au mode de traitement thermo-
thérapique, probablement inefficace 
sur les bulbes-mères d'échalote et dif­
férent de celui qui est utilisé dans nos 
essais. 

Concernant le faible taux de réussite 
obtenu, dans nos conditions d'expéri­
mentation, avec le seul prélèvement de 
méristèmes, il est possible que le pou­
voir infectieux des agents pathogènes, 
n'ayant pas été affecté par la chaleur, 
ait pu encore exercer pleinement son 
action dans les tissus environnant Ie 
méristème et que la contamination ait 
eu lieu par d'éventuelles blessures cau­
sées aux cellules jouxtant celui-ci, lors 
de son prélèvement. Cette hypothèse 
recoupe en partie celle qui est avancée 
par QUIOT et al. (1972) à propos de la ré­
génération des clones d'ail {Allium sa­
tivum L.) infectés par le virus de la mo­
saïque de l'ail. Ces auteurs ont supposé 
que le prélèvement d'un méristème 
trop volumineux, contenant encore 
quelques cellules virosées, ainsi que Ia 
contamination du tissu mérislémati-
que avec de Ia sève infectée lors de son 
extraction, pouvaient causer des pertes 
importantes en cours de régénération. 
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Hg, 6. Mériclones d'échalote Milrac* cultivés en case climatisée. 

Sevrage 

Au terme des contrôles virologiques, 
les microplantes d'échalote sont pla­
cées en serre, sous un brouillard « sec » 
(Fon system), et sur un substrat de 
culture composé d'un mélange de ter­
reau Optima* et Perlite dans une pro­
portion de 4:1, afin de s'adapter à un 
nouvel environnement de culture. 
Après une semaine de réadaptation 
aux conditions de culture de serre, les 
jeunes plantes d'échalote sont transfé­
rées en milieu de culture protégé (case 
climatisée) pour poursuivre leur cycle 
de développement. 

Culture en case climatisée 

La production des caïeux destinés à la 
constitution de têtes de clones (méri-
clones) s'effectue en conditions de 
culture protégées contre les risques 
de contamination, où les paramètres 
d'environnement sont : température 
(24°C/jour, 20°C/nuit); photopériode 
(14 h); éclairement (180//W/cm2); hu­
midité relative (55-60%). Le substrat 
de culture utilisé consiste en un mélan­
ge de terreau commercial ASB®, de 
terre franche et de sable (2 :1:1). 
Dans les conditions de culture proté­
gées, les mériclones d'échalote assainis 
se développent normalement (fig. 6) et 
forment des bulbes, au nombre de 2 à 3 
par plante, après une période de végé­
tation de 4 mois environ. Ces premiers 
bulbes récoltés sur des microplantes is­
sues de culture in vitro sont à nouveau 
remis en terre afin de constituer rapi­

dement un stock de plants de base né­
cessaire à nos travaux d'amélioration 
pour cette nouvelle variété Milrac®. 

Conclusion 

Une méthode de guérison des mala­
dies virales (virus de la bigarrure de 
l'oignon OYDV et virus latent de 
l'échalote SLV), par le traitement à la 
chaleur (thermothérapie) in vitro asso­
cié à la culture de méristèmes, a été 
mise au point pour l'échalote cuivrée 
Milrac*. 
A la suite de nombreux essais, on cons­
tate que les clones d'échalote Milrac* 
1, 5, 8,12 et 13, entièrement infectés de 
virus OYDV et SLV, peuvent être tota­
lement débarrassés de ces agents pa­
thogènes, moyennant un passage in vi­
tro de 20 jours à 330C, suivi d'un prélè­
vement de dômes méristématiques qui 
sont régénérés sur un milieu de culture 
de GAMBORG et al. (1968). Ce moyen 
d'intervention relativement délicat a 
permis d'obtenir plus de 90% de plan­
tes régénérées indemnes de viroses. 
Les premiers bulbes obtenus à partir 
de plantes assainies sont en cours de 
multiplication, en vue de créer des 
têtes de clones servant de matériel 
d'expérimentation pour les travaux de 
sélection et d'amélioration. 
Les observations portant sur le com­
portement au champ de ces mériclones 
sont en cours de réalisation et feront 
l'objet d'une prochaine publication. 

Nous remercions le Dr L. Bos. IPO, 
Wageningen, qui nous a gracieuse­
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Summary 

Eradication of shallot OYDV and SLV 
viruses by in vitro thermotherapy and 
meristem culture 

A method has been developed to elimi­
nate Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV) 
and Shallot Latent Virus (Sl S 
swiss selected shallot clones (Milrac*), by 
combining in vitro heat therapj (thermo­
therapy) and meristem culture, in order 
to produce virus-free stock plant for our 
breeding purpo--

Zusammenfassung 

Eliminierung der OYDV und SLV 
Viren bei Schalotte durch in vitro 
Wärmebehandlung und Meristem­
kultur 

Eine Methode wird beschrieben zur EIi-
m in ierung vom Virus der Gelbst reii'ijikc it 
der Zwiebel ((H I)Vi und dem latenten 
Virus der Schalotte (SLV) bei susgewähi-
ten schweizerischen Schaiottenklonen 
(Milrac®). durch eine Kombination von 
m vitro Wärmebehandlung une 
stemspit/enkullur /ur Schaffung eines 
virusfreieo Bestandes für unsere Verbes­
serungsarb. 
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Micropropagation de porte-greffe de pommier 
? III. Acclimatation de Malus pumila Mill. (M26, Mac9) > 
• et de Malus domestica Borkh. cv. Golden Delicious* 
C. L. LE et G- F. COLLET, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 

Résumé 
Les porte-greffe de pommier M26, 
Mac9 ei la variété Golden Delicious 
sont sevrés et cultivés dans les 
quatre substrats perlite, tourbe, 
M-RAC et Optima, en vue de déter­
miner le comportement de plantes 
multipliées in vitro, lors du transfert 
en conditions de culture conven­
tionnelles. 
La survie et le développement des 
vitroplants de pommier dépendent 
de la composition physico-chimi­
que du substrat utilisé, ainsi que de 
la sensibilité varietale. 

liÄpduction 

L'une des étapes importantes liées au 
succès de l'utilisation commerciale des 
techniques de micropropagation in vi­
tro des plantes cultivées est le transfert 
en conditions de culture traditionnel­
les (CONGER, 1981 ; PICRIK, 1988 ; SHORT, 
1990). 
Dans Ia pratique, le passage d'un envi­
ronnement stérile à un milieu de cultu­
re conventionnelle représente pour les 
plantes micropropagées in viiro une 
modification importante, tant du point 
de vue morpho-physiologique que de 
celui de l'environnement physico­
chimique dans lequel s'effectue le 
transfert. 
Au cours des deux dernières décen­
nies, de nombreux travaux ont démon­
tré que la principale cause de la perte 
du^^tériel végétal reproduit in vitro, 
lorWu sevrage et de l'acclimatation, 
est due au flétrissement rapide de l'ap­
pareil végétatif (SHORT, 1990). Ce flé­
trissement est imputé d'une part à un 
manque de formation de cire cutilaire 
et épicuticulaire (FUCHIGAMI et ai, 
1981; SUTTER et LANGHANS, 1982; SUT-
TGR, 1988) et d'autre part à un fonction­
nement stomatique défaillant, ne per­
mettant pas la fermeture correcte*des 
cellules de garde (BRAINI-RD et FUCHIGA­
MI, 1982; WARDLE et SHORT, 1983). De 
même, un bilan nutritionnel carboné 
négatif, provoqué par une activité in­
suffisante de l'appareil photosynthéti­
que au cours des premiers jours du se­
vrage, semble aussi être déterminant 
pour la survie des plantes multipliées 
in vitro (GROUT et ASTON, 1978). 

* Pour les parties 1 et II, voir la bibliographie. 

Afin de parer à cet inconvénient, des 
interventions in vitro précédant le 
transfert, en réduisant le taux d'humi­
dité relative à l'intérieur des récipients 
de culture, en vue de stimuler la forma­
tion de cire épicuticulaire sur le feuil­
lage (SUTTER et LANGHANS, 1982) et 
d'activer sa transpiration (MAENE et 
DEBERGH, 1986), ont permis d'éviter le 
flétrissement de l'appareil végétatif et 
de réussir le transfert en milieu non 
stérile. D'autres moyens d'interven­
tion durant le transfert, tels que la 
réduction progressive de l'humidité 
relative en milieu confiné (COLLET et 
LE, 1988), ou Ie séjour sous un brouil­
lard sec (Dry fog), ont aussi contribué 
à augmenter le taux de survie des 
miniplantes produites in vitro («vitro­
plants») (LE, 1989). 
Toutefois, si le mécanisme de transpi­
ration et de régulation des cellules sto-
matiques est bien connu et contrôlé 
par des interventions au niveau micro­
climatique, il n'en va pas de même du 
rôle du substrat de culture utilisé lors 
de l'acclimatation. Les travaux effec­
tués dans le domaine du substrat sont 
rares (REGAZZI, 1987; VERMEER et 
EVERS, 1990). 

Dans le présent travail, nous rappor­
tons les résultats d'essais portant sur 
l'influence des substrats de culture sur 
le développement des plantes de pom­
mier in vitro lors de l'acclimatation. 

Techniques expérimentales 

De jeunes microboutures de pommier 
de la variété Golden Delicious (appelée 
ci-après Golden) et des porte-greffe 
M26 et Mac9 multipliés et enracinés in 
vitro, selon les techniques décrites au­

paravant (COLLET et LE, 1987, 1988), 
sont utilisées dans nos essais. Rappe­
lons que les cultures sont préparées 
dans les conditions suivantes: induc­
tion racinaire par un Prétraitement 
Inducteur Bref (PIB) avec une forte te­
neur en auxine (0,3-3 mM AIA), tem­
pérature au niveau des récipients de 
culture comprise entre 22 ± l°C/jour 
et 18 ± l°C/nuit; photopériode de 16 
heures par cycle de 24 heures, avec un 
éclairement fourni par des tubes fluo­
rescents Mazda AV1VA/TF 65 AVl, 
donnant une intensité de 385 ̂ uW/cm2 

au niveau des cultures. 
La durée de l'enracinement est limitée, 
dans nos conditions d'expérimenta­
tion, à deux semaines de culture, pé­
riode durant laquelle les microboutu­
res développent un système 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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Fig. I. Survie des vitroplants de pommier M26, Mac9 et Golden cultivés sur perlite, tourbe, 
M-RAC et Optima. 

sevrage de celles qui sont apparues 
auparavant, un traitement au bleu de 
méthylène à 1% (ARNOLD et YOUNG, 
1990) a été appliqué au système raci-
naire pendant 20 à 30 secondes juste 
avant leur mise en place sur différents 
substrats de culture. 
Les vitroplants de pommier enracinés 
m vitro sont repiqués dans les substrats 
de culture suivants: 

- perlite, pH 7,8; 
- tourbe + perlite (4:1), pH 3,5; 
- M-RAC : tourbe + sable + Optima ® 

(1:1:1), pH 5,5; 
- Optima* + perlite (4:1), pH 5,7. 

Durant les premiers jours de transfert, 
les vitroplants de pommier sont main­
tenus dans un environnement où l'hu­
midité relative est assurée par un systè­
me de brumisaiion (Andèze DE/035), 
permettant de surmonter le phénomè­
ne de flétrissement du feuillage dû à 
une forte transpiration et un mauvais 
fonctionnement des cellules stornati-
ques. Ensuite, ils sont transférés en 
conditions de culture de serre, où l'hu­
midité ilo l'air ambiant est progressive­
ment réduite à 60% ; la température est 
de 20-230C le jour et de 18-200C la nuit, 
avec un éclairement de 680 /iW/cm2 

(tubes fluorescents Mazda AVIVA) 
pendant 14 heures par jour. 
La fertilisation des vitroplants s'effec­
tue 1 à 2 fois par semaine, par subirriga­
tion, au moyen d'une solution de 0,1% 
d'engrais complet Wuxal* (N-P-K: 
10-10-7,5). 

L'appréciation de la qualité des subs­
trats de culture utilisés dans nos essais 
porte sur la survie des vitroplants, le 
nombre moyen des nouvelles racines 
apparues au cours du sevrage et la 
croissance des vitroplants après une 
période de transfert en conditions de 
serre. Pour chacun des traitements, des 
observations réalisées sur la base de 20 
à 30 sujets de chaque cultivar consti­
tuent des données nécessaires aux trai­
tements statistiques. 

L'expérience est répétée au moins 
trois fois et les résultats sont enregis­
trés après un mois de culture en serre. 

Résultats et discussion 

Survie des vitroplants 

La survie des vitroplants de pommier 
M26, Mac9 et Golden au transfert sur 
les quatre substrats de culture Perlite. 
Tourbe, M-RAC et Optima, est illus­
trée par la figure 1. 
On constate, pour l'ensemble des culti-
vars en expérimentation, une réduc­
tion significative du taux de survie des 
vitroplants repiqués dans le support 
tourbeux en comparaison avec celui 
des variantes cultivées sur les autres 
substrats. Les vitroplants de pommier 
de la variété Golden se sont montrés 
particulièrement sensibles au support 
tourbeux, alors que les porte-greffe 
M26 et Mac9 semblent être moins 
marqués par le séjour sur le même 
substrat de culture. Cette observation 
s'avère être en désaccord avec les capa­
cités de reprise au sevrage rapportées 
par REGAZZI (1987) dans son travail 
sur le porte-greffe de pommier M26. 
L'auteur a relevé un taux moyen avoi-
sinant 90% pour les vitroplants M26 
transférés sur le substrat tourbeux, 
après une trentaine de jours de culture. 
Dans nos essais, nous avons obtenu 
seulement 67% de vitroplants de M26 
capables de résister aux suites d'un 
transfert sur ce même support de 
culture. Cette différence pourrait être 
due au pH particulièrement bas de 
notre substrat préparé avec de la 
tourbe Novobal®, contrairement au 
pH obtenu par REOA//I (1987) sur le 
TKSl'9. Durant l'acclimatation des 
vitroplants de chêne (Quercus robur), 
VERMEHR et EVERS (1990) ont aussi 
observé un accroissement plus rapide 
des sujets cultivés sur compost tradi­

tionnel, comparés à ceux qui sont repi­
qués dans la tourbe. 
La mort de nos vitroplants de pom­
mier, survenue au cours du transfert, 
coïncide souvent avec l'apparition du 
phénomène de nécrose apicale. Ce fait 
pourrait être la conséquence d'un 
changement physiologique profond, 
caractérisant l'entrée en dormance 
chez l'espèce ligneuse, comme le sug­
gèrent VERMEER et EVERS (1990). 
Par ailleurs, s'il n'existe pas de diffé­
rence significative entre la variante 
perlite et le témoin M-RAC pour l'en­
semble des trois cultivars, il n'en reste 
pas moins que les vitroplants sevrés 
sur la perlite présentent des signes de 
carence en fer, notamment pour la va­
riété Golden où l'on remarque une 
chlorose internervaire accentuée sur 
tout le feuillage des vitroplants (fig. 2). 
Ce phénomène de carence en fer sem­
ble être lié d'une part à un pH élevé 
(DEMOLON, 1950). caractéristique ^fca 
perlite en début de culture, et d'amre 
part au cultivar Golden lui-même, 
particulièrement sensible lorsqu'on 
le cultive sur ses propres racines. 
VERDONCK et al. (1980) ont cependant 
remarqué une meilleure croissance 
des espèces ornementales Fatshedera 
et Dieffenbachia exotica cultivées sur 
substrat perlite inerte. 
Concernant le substrat Optima, l'effet 
favorable à la reprise de croissance se 
manifeste particulièrement sur la va­
riété Golden, si on le compare à la per­
lite prise comme témoin, alors que 
pour les porte-greffe M26 et Mac'». Ia 
différence de survie des cultures sur 
ces deux substrats ne semble pas être 
significative. 

P E R L I T E I 
Variété Golden Delicious après sevrage 

montrant un début de chlorose internervaire 
sur substrat de perlite. 
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Croissance des vitroplants 

L'examen des résultats exprimés à la 
figure 3 confirme la supériorité du 
substrat Optima pour les cultivars 
Mac9 et Golden, ou au moins équiva­
lente pour le M26 par rapport au subs­
trat M-RAC. La tourbe se révèle à nou­
veau le substrat le plus défavorable. La 
faible croissance des vitroplants culti­
vés sur les substrats les plus simples 
peux être expliquée par le fait que la 
r - ^ w . en plus de son pli cle\c. possè­
de une capacité d'échange des cations 
quasi nulle (VERDONCK et al., 1980; 
RYSER, 1985), ne permettant donc pas la 

rétention des éléments nutritifs néces­
saires à la croissance, et que la tourbe, 
dont le pH est trop bas dans le cas pré­
sent, pourrait également gêner l'ab­
sorption de certains éléments majeurs 
contribuant au développement des 
jeunes plantes (PENNINGSFELD, 1969). 
C'est ainsi que nous avons remarqué 
que toutes les plantes de pommier 
cultivées sur les supports perlite et 
tourbe présentent des entrenœuds 
écourtés portant déjeunes feuilles plus 
petites et peu développées, contrai­
rement aux mêmes sujets qui sont 
maintenus sur M-RAC ou sur Optima 
(fig. 4a+ b). 

• Perlite 

Bl Tourbe 

D M-RAC 

[TJ Optila 

M 26 MAC 9 GOLDEN 

/ ìg. 5. Développement de nouvelles racines des vitroplants de pommier M26, Mac9 et Golden, 
cultivés sur perlite, tourbe, M-RAC et Optima. Les traitements portant la même lettre ne sont pas 
significativement différents au seuil de 5%. 

Fig. 3. Croissance des vitroplants de pommier 
M26, Mac9 et Golden cultivés sur les subs­
trats de perlite. tourbe, M-RAC et Optima. 
Les chiffres se trouvant au-dessus des barres 
représentent l'erreur standard. 

Fig. 4. a) Variété Golden Delicious cultivée 
sur perlite. tourbe. M-RAC et Optima, b) Por­
te-greffe Mac9 cultivé sur perlite, tourbe, 
M-RAC et Optima. 
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Développement des racines 

La comparaison du développement 
des nouvelles racines des cultivars de 
pommier sur les quatre substrats de 
culture permet les constatations sui­
vantes (fig. 5) : l'aptitude à former des 
racines pour les vitroplants de M26 est 
fortement influencée par le séjour 
dans Ie substrat tourbeux (différence 
significative). On assiste en effet au dé­
veloppement d'un système racinaire 
beaucoup plus fourni, avec apparition 
de racines secondaires (fig. 6). contrai­
rement au Mac9 pour le même type de 
substrat (différences non significati­
ves). La variété Golden ne présente 
aucune différence quant au développe­
ment des nouvelles racines sur les qua­
tre substrats expérimentés. Ce fait 
nous laisse supposer que le type de 
cultivar de pommier pourrait aussi 
jouer un rôle important quant à la 
capacité de former des nouvelles raci­
nes (COLLET et LÉ, 1988). 
Concernant la morphologie des raci­
nes développées dans les substrats de 
culture, il est intéressant de relever que 
les racines ont tendance à s'allonger 
beaucoup plus dans la perlite que dans 
les autres substrats de culture (fig. 7). 
Ce phénomène est aussi remarqué par 
REOAZZI (1987), qui attribue ce fait à Ia 
pauvreté chimique de la perlite obli-
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Fig. 6. Porte-greffe M26 cultivé sur de la 
tourbe, montrant un système racinaire 
fourni. 

géan t les rac ines à explorer toujours 
plus loin en direction des réserves 
nutritives. 

Conclusion 
Les observations portant sur l'influen­
ce du type de substrat de culture lors 
du transfert en conditions de culture 
traditionnelles nous permettent de 
souligner les points importants sui­
vants : 
• L'aptitude d'adaptation à un nouvel 

environnement de culture chez les 
plantes de pommier produites in vi­
tro dépend de la composition physi­
co-chimique du substrat, qui doit as­
surer à la fois une aération suffisante 
et une bonne alimentation en subs­
tances nutritives. 

• Le caractère varietal des cultivars de 
pommiers utilisés dans ces essais 

(porte-greffe ou variété) peut égale­
ment jouer un rôle important dans le 
développement des vitroplants en 
milieu traditionnel. 
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Zusammenfassung 
Massenvermehrung von Apfelunter­
lagen. III. Akklimatisierung von Malus 
pumila Mill. (M26, Mac9) und Malus 
domestica Borkh. cv. Golden Deli­
cious 

Unterlagen der Aplelsorten M2<i 
und Golden Delicious wurden ;uil vier 
Substrate (Portile, loi I. M-RAC und 
Optima) akklimatisiert und kultiviert um 

lsmerkmale von in i/ 
ntehlter «Vitropflanzen» hei der Über­
führung in normalen Kuhurhedin^fc 
getl lesi, iistellen. ^ ^ 

erleben und die Entwicklung der 
Apfel-Vitropflanzcn werden in 
Studie von dem verwendi 
sowie von der Empfindliche 
bedingt. 

Flg. 7. Porte-greffe M26. Mac9 et variété Golden cultivés sur de la perlite. 

Summary 
Micropropagation of apple-rootstock. 
III. Acclimatization of Malus pumila 
Mill. (M26, Mac9) and Malus domes­
tica Borkh. cv. Golden Delicious 

Theap 
the variety Golden Del 
matized and cultivated on four SUDI 
Perule. Peat, M-RAC and ( »ptmia in \ lew 
of determining the behaviour of in vitro 
apple-"vitroplants" at the time of trans­
ferring them to soil conditions. 
Survival and growth ol apple vilropl.ni-. 
were found to depend on the ri 
chemical composition of the sui 
and on the variety. 
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The in vitro Culture of Artemisia annua L. 
C. L. Le and G. F. Collet 
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{pirecteur: A. Vez) 

SUMMARY 

The in vitro culture of Artemisia annua L. 

Multiple shoots were obtained from shoot tip expiants 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/1 ß-indolylbutyricacid (IBA). Root formation of the Artemisia species was achieved 
by exposure of shoots to 0,5 mg/1 of ß-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 dicotyledon 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 (QINGHAOSU), a sésqui-
terpenoid lactone peroxide (Liu et al., 1979), which has been widely used over a thou­
sand years in Chinese traditional medicine for reducing fevers and malaria therapy 
(KLAYMAN, 1985 ; DENYS et ai, 1990). 

Since 1986, culture of Artemisia annua in Switzerland, for the production of antimala­
rial drug artemisinin, was successfully achieved with different original plant sources in­
cluding China, Spain, Yougoslavia, Romania, Hungary, 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 method 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 Artemisia 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 cm 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 TeepolR, a wetting agent, for 15 minutes, followed by three rinses in sterile 
distilled water. Shoot tips 0,5 cm long (Fig. 1) were then transferred aseptically to basal 
agar medium containing MURASHIGE and SKOOG (1962) mineral salts, 3% sucrose, 
0,7% agar (Difco Bacto Agar), 1 mg/1 thiamine, 0,5 mg/1 pyridoxine, 0,5mg/1 nicotinic 
acid and 100 mg/1 myo-inositol. 

The pH was adjusted to 5,7 before adding agar and the medium was sterilized by au-
toclaving at 1210C (1,1 kg.cm2) for 15 minutes. 

After one week on basal medium, surviving expiants were transferred to media con­
taining various growth regulators concentrations. 
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FIg. I In vitro establishment of A. annua L. (cv. China) shoot tip expiant. 

Cultures were incubated under a cycle of 16 h light at 22°C and 8 h dark at 18°C. The 
light source was cool while fluorescent tubes providing approximately 850 /iW/cm' at 
the cultures level Humidity of the growth chamber was maintained at 55-6()%. 

All treatments were replicated at least 16 to 20 times and the experiments were repea­
ted thrice 

The process of organogenesis in Artemisia annua tip expiants was controlled by 
growth substances supplied by the medium. The development of shoots depended 
mainly on the concentration of auxin and cytokinin. Best response was achieved under 
our conditions of culture with (IBA) 1,0 mg/l benzyladenine in combination with 
0,1 mg/1 ß-indolylbutyric acid (IBA). In general, about four to six weeks after inocula­
tion, new shoots were initiated from the initial expiants and developed rapidly into 
clumps showing compact proliferated axillary shoots (Fig. 2). These shoots (0,5 cm in 
length) when subcultured on fresh medium supplemented with the same growth sub­
stance concentrations produced on an average 10-15 new shoots after a six weeks pe­
riod. 
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Fig, 2 Development of multiple shoots from Artemisia annua L. (cv. China) shoot tip expiant 
in a treatment containing 1 mg/l Benzyladenine(BA)and0.1 mg/1 ß-indolylbutyricacid 
(IBA): 6-8 weeks after transfer on proliferation medium. 

In order to induce adventitious root formation, newly formed shoots 0,5-1 cm in 
length removed individually from cultures of proliferating shoots were transferred to 
basal medium containing solely ß-indolylbutyric acid at different concentrations (0-1 
mg/l) for a month. Cultured shoot tips required exogeneous auxin for initiation of ad­
ventitious roots. Roots were initiated most rapidly from shoots cultured on medium 
supplemented with 0,5 mg/I IBA; however, a low concentration of IBA (0,1 mg/I) failed 
to stimulate root initiation. On the contrary, IBA at higher concentrations ( 1 mg/l) 
resulted in the formation of a pale green callus at the basal part of shoots, and the extent 
of callus formation increased with increasing concentrations. 
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Fig. 3 Rooting Of an isolated shoot of A. annua L. (cv. China) on medium containing 0.5 mg/l 
B-indolylbutyric acid (IHA) after 3 weeks of culture. 

In general, root system proliferation was readily observed within 2 to 3 weeks on all 
the plantlets (Fig. 3). Nevertheless, it should be also mentioned about that spontaneous 
formation of roots in the medium containing cytokinin (B A) was occasionally observed. 
However, this was presumably coming from the old cultures, which had already been 
induced before transferring to the rooting medium. Afterwards, rooted plantlets were 
removed from the rooting culture medium and rinsed thoroughly in tap water to remove 
e ICCCSS agar from the root system. The plants were then transferred to a potting mix com­
posed o\ 70% ASB ™compost, 15% sand and 15% soil, and maintained under a fog 
system tor une weck Once established, they were transplanted to potted soil with a 1:1 
soil: ASB ,Msubstrate (v:v) mixture, and cultivated under green-house conditions 
( Rg. 4) from February till April, and later transplanted to the field where they continue 
to prow normally without any aberration. 
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Fig. 4 In vitro regenerated Artemisia annua L. (CV. China) plants after S weeks in soil. 

Our results show that A. annua L. (cv. China) shoot tip expiants can undergo organo­
genesis in vitro under the control of growth regulators. Shoots were first initiated on the 
cytokinin rich medium, and later cultured on a modified MS medium supplemented 
solely with auxin to enable the formation of adventitious root system. More than 95% 
of rooted plantlets derived from in vitro survived the transfer to soil conditions after 
acclimatization. 

Ihese results provide a practical method for large scale clonal propagation of this 
valuable medicinal plant which failed to produce seeds under our conditions, at a faster 
rate all through the year. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

In vitro Kultur von Artemisia annua L. 

Mehrere Sprossen wurden von Artemisia annua L. (cv. China) Triebspitzenexplantate erzielt 
auf einem veränderten Murashige & Skoog Medium mit 1,0 mg/1 Benzyladenin (BA) und 
0,1 mg/I ß-lndolylbuttersäure (IBA). Die Wurzelbildung der Artemisia species wurde erzielt 
durch Behandlung der Sprossen mit 0,5 mg/1 ß-Indolylbuttersäure. Die regenerierten Steck­
linge wurden erfolgreich in gärtnerische Substrate verpflanzt, wo sie weiter gedeihen mit einem 
Überlebungsgrad von mehr als 95%. 

RESUME 

Culture in vitro de VArtemrsia annua L. 

De nombreuses pousses ont été otenues à partir d'Apex de tige d'Artemisia annua L. (cv. Chine) 
cultivés sur un milieu de base de MURASHIGE et SKOOG (MS) renfermant 1,0 mg/1 de 
Benzyladénine (BA) et 0,1 mg/l d'acide ß-indolylbutyrique (IBA). La formation des racines 
adventives a été réalisée en traitant les microboutures avec 0,5 mg/1 d'acide ß-indolylbutyrique. 
Des plantes ainsi régénérées ont été transférées avec succès en conditions de culture sur sub­
strat terreux, et ont poursuivi leur croissance avec un taux de survie supérieur à 95%. 
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XV Micropropagation of Nematanthus 
CL. LE1 

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 

^ k of flowers and leaves, and ecological distribution, has clearly defined the genus 
Nematanthus as epiphytic, ornithophilous, perennial herbs and subshrubs, re­
stricted to 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 yellow, are usually 
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 (Chautems 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 
^ P 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 JV. 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. 

1 Station fédérale de Recherches Agronomiques de Changins (RAC), 1260 Nyon, Switzerland 

Biotechnology in Agriculture and Forestry, Vol. 20 
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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 JV. wettsteinii, have given rise to a number 
of valuable hybrids which could 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 (Le 1984) for the rapid clonal multiplication of new cultivars 
if 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 Barai 1978; Bilkey and 
McCown 1979; Le 1980; Le and Collet 1981). However, little is known about in 
vitro clonal multiplication of Nematanthus, except for our preliminary work (Le 
1984, 1988). The method used to regenerate complete plantlets of Nematanthus 
through in vitro tissue culture is reported here. 

2.1 Establishment 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 to obtain 
high rate of expiant growth during the establishment stage is desired (unpubl.). 

Leaves were removed and washed for 30 min under 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 Conditions 

The basal nutrient medium consisted of Murashige and Skoog's (MS) (1962) 
inorganic salts supplemented with 0.4 mg/1 thiamine-HCl, 0.5 mg/1 nicotinic acid, 
0.5 mg/1 pyridoxine-HCl, 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 expiants and transferred to the 
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Fig. 1. An initial expiant using shoot tip (0.5 cm in 
length) at the time of culture. Bar 1 mm 

basal medium containing various concentrations of indole-3-butyric acid (IBA), 
which was the sole growth regulator supplement, in the range of 0.01 to 5.0 mg/1. 
Sucrose was reduced to 2% in all treatments of rhizogenesis. The media were 
solidified with 0.7% Difco-Baco Agar and the pH was adjusted to 5.7 prior to 
autoclaving at 1210C (1.1 kg/cm2) for 15 min. 

All cultures were incubated in a temperature-controlled environmental cham­
ber at 23 0C in complete darkness for 3-6 days; afterwards, they were placed in a 
16-h photoperiod and 23 X day/18 0C night temperature regime. The irradiance 
was 850 uW/cm2 (measured over the range of wavelengths 400-700 nm) provided 
by cool white fluorescent lamps (Mazda Aviva TF/65AVI). 

23 Mineral Salts 

Experiments carried out in our laboratory using shoot tip expiants showed that the 
Nematanthus spp. required a high concentration of MS macronutrients for rapid 
proliferation of shoot primordia (Fig. 2). At low concentrations (one-quarter or one 
half) of the basal MS medium, the frequency of shoot expiants forming new shoots 
was relatively reduced; shoots thus obtained were dwarf and etiolated in appear­
ance, and most of them were unavailable for further subculturing operations. While 
increasing the concentration from one half to four-fifths of the basal MS medium, a 
significant increase in the number of shoot tip expiants giving rise to vigorous 
shoots was found. At full strength of the MS macronutrients, more than 95% of the 
initial expiants developed shoots. 
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Concentration of Macronutrients in the M &S Medium 

Fig. 2. Effect of various concentrations of 
the macronutrients in the MS basal medium 
on frequency of shoot formation from shoot 
expiants of Nematanthus sp 

2.4 Effect of Growth Regulators 

2.4.1 Effect of NAA 

The incorporation of naphthalene-acetic acid (NAA) into the basal medium at 
0.01 mg/1 did not show any apparent effect on shoot proliferation (Fig. 3). At low 
concentration (0.01 to 0.01 mg/1), NAA stimulated root development after several 
weeks of culture, whereas increasing NAA level from 1 to 2 mg/1 resulted in 
stimulation of callus formation, which had an inhibitory effect on the initiation of 
shoot primordia on shoot tip expiants. 

2.4.2 Effect of BA 

Shoot tip cultures on the basal medium containing 0.1 to 1.0 mg/1 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/1)), 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/1 BA and 0.01 or 0.1 mg/1 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/1 or more yielded limited shoot 
proliferation or did not promote shoot initiation when 0.1 mg/1 BA was supplied in 
the basal medium. 
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Fig. 4. Shoot development from shoot tip ex-
plant on MS medium supplemented with 
1.0mg/l BA and 0.01 mg/1 NAA. Bar 1 cm 
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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 from 2 to 5% 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 yielded 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 expiants 
was severely reduced and the formation of new shoots failed to occur at higher 
concentrations (up to 4%). 

2.6 pH 

The optimum pH for 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 
expiants, 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/1, in combination with 0.1 mg/1 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 (IAA) as well 
as on indole-3-butyric acid (IBA), but the rooting frequency with IAA 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/1 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) (Le 1988). It was also noted that the percentage of shoots forming roots 
improved with increasing subcultures. 
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Fig. 6. Root initiation on shoot 
expiant at 3 weeks after transfer 
to the medium containing 
0.05 mg/1 IBA. Bar 1 cm 

Fig. 7. Regenerated Nematanihus piantlets growing in the greenhouse 
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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:perlite (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 normally 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 expiants 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/1 
BA and 0.1 mg/1 NAA. 

2. Shoot multiplication can be induced on the basal medium supplemented with 1.0 mg/1 BA and 
0.01 mg/1 NAA. Repeated subculturing can be achieved at 4- to 6-week intervals onto fresh medium 
with reduced BA concentration (0.5 mg/1). 

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

4. Plantlets with well-developed root system are transferred to a peat:perlite (5:1) mixture and 
gradually acclimatized to greenhouse conditions. 

References 

Bilkey PC, McCown BH (1979) In vitro culture and propagation of Episcia sp. (Flame violet). 
HortScience 14: 109-114 

Chautems A (1985) Révision taxonomique et possibilités d'hybridation de Nematanthus Schrader 
(Gesneriaceae), genre endémique de la forêt côtière brésilienne. PhD Thesis, Université de Genève 
(Switzerland) 

Harney PM (1982) Tissue culture propagation of some herbaceous horticultural plants. In: Application 
of plant cell and tissue culture to agriculture and industry. Univ. Guelph, Ontario, Canada, 
pp 187-208 



222 CL. Le: Micropropagation of Nematanthus 

Hughes KW, Barni B (1978) Regeneration of Kohleria amabilis (Gesneriaceae) from leaf and petiole 
expiants. Symp Prop high plants through Tiss Cult, Univ Tennessee, Knoxville, April 16-19 

Johnson BB (1978a) In vitro propagation of Gloxinia from leaf explants. HortScience 13: 149-150 
Johnson BB (1978b) In vitro propagation of Episcia cupreata. HortScience 13: 596 
Le CL (1980) Microbouturage in vitro de YAeschynanthus hildebrandii Hemsl. Rev Suisse Vitic, Arboric, 

Hortic 12(5): 245-248 
Le CL (1984) Multiplication végétative in vitro de Nematanthus hybride. Rev Suisse Vitic, Arboric, 

Hortic 16(4): 185-188 
Le CL (1988) Rapid propagation of Nematanthus hybrid in vitro. Acta Hortic 226: 635-638 
Le CL, Collet GF (1981) Advantages et contraintes de la multiplication in vitro de Saintpaulia ionantha 

Wendl. Rev Suisse Vitic, Arboric, Hortic 13(5): 265-270 
Moore HE (1973) Comments on cultivated Gesneriaceae. Baileya 19: 35-41 
Murashige T, Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue 

cultures. Physiol Plant 15: 473-497 
Reist A (1978a) Il n'y a plus d'Hypocyrta. Hort Mar Rom 12: 5-7. 
Reist A (1978b) Nematanthus gregarius, multiplication et culture. Hort Mar Rom 12: 7-13 
Reist A (1979) Growing Nematanthus gregarius. Gloxinian 29: 19-23 
Start ND, Cumming BG (1976) In vitro propagation of Saintpaulia ionantha Wendl. HortScience 11 : 

204-206 
Wiehler H (1979) Generic delimitation in a new classification of the neotropical Gesneriaceae. PhD 

Thesis, Univ Miami, Fl 
Wiehler H (1983) A synopsis of the neotropical Gesneriaceae. Selbyana 6 (1-4): 1-219 



Schweiz. Landw. Fo. 
Recherche agronom en Suisse 31 (2/3) 1992 

Multiplication in vitro du Châtaignier 
(Castanea satira Mill.) 
1. Etablissement et Multiplication in vitro. 

C. L. Le* 
Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 
(Directeur: A. Vez) 

RÉSUMÉ 

Dans cet article nous décrivons une technique de multiplication in vitro des clones de châtai­
gnier sélectionnés en Suisse. L'importance du mode de préparation et le choix de l'expiant sur 
le taux de réussite à l'établissement sont mis en évidence. La composition du milieu de culture 
en regard des génotypes peut jouer un rôle important dans le développement d'une technique 
de propagation. 

Introduction 

Introduit à large échelle en Europe du sud par les grecs, le châtaignier, espèce ligneuse 
de la famille des fagacées, originaire de l'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 la partie sud des Alpes un élément impor­
tant pour sa valeur économique et écologique. Or l'espèce indigène, Castanea sauva, 
implantée dans les châtaigneraies de cette contrée se montre sensible à la maladie du 
chancre de l'écorce qui est provoquée par l'agent pathogène Cryprtonectria (Endothia) 
parasitica (MURRIL) P. J. BARR & H. W. ANDERSON (BAZZIGHER et MILLER, 1991). 
Des dégâts importants occasionnés par cette épidémie désastreuse ont amené la Suisse 
à entreprendre, dès les années cinquante, un programme de sélection de clones de châ­
taignier résistants à la maladie du chancre (BAZZIGHER et MILLER, 1987). De ces tra­
vaux, les clones de châtaignier reconnus résistants à l'Endothia ont été effectivement 
sélectionnés et ont donc constitué une source de génotypes d'un grand intérêt écono­
mique. Cependant, pour le développement et la diffusion de ces ressources à des fins 
expérimentales et aux utilisateurs potentiels, le sélectionneur est confronté, avec les 
techniques traditionnelles de multiplication (greffage, marcottage), à des difficultés re­
levant de la variabilité des semis, de l'incompatibilité des greffes, de l'infection en cours 
de greffage, tant et si bien que la production régulière de plants de base ne peut être 
assurée. Aussi, la culture in vitro a été choisie, dans le cas présent, comme moyen de 
propagation intensive et conforme pour l'obtention rapide de matériel sélectionné 
nécessaire au-x travaux d'amélioration. 

Dans ce travail, nous rapportons les premiers résultats concernant l'établissement et 
la multiplication in vitro des clones de châtaignier sélectionnés pour leur caractère rési­
stant à l'Endothia parasitica (BAZZIGHER et MILLER, 1987). 

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

*) Avec la collaboration technique de Mme B. DÉCORVET. 
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travail sur le châtaignier au Tessin.et le service de Biologie végétale (groupe Culture in 
vitro) de Ia Station fédérale de recherches agronomiques de Changins. 

Matériel et Méthodes 

Matériel végétal 

Des plantes de Châtaignier comprenant une vingtaine de clones (tab. I) cultivés en pé­
pinière, à Lattecaldo, sont utilisées dans nos essais. 

Tabi. 1. Liste des clones de châtaignier suisses cultivés in vitro au 7.7.1992. 

Clones 

6259 
1071 

54-478 
K-5526 
54-1046 
65-1140 
65-1242 
68-1630 
71-3312 
71-3520 
71-6786 
71-6473 
71-7110 
73-1638 
73-3067 
73-3316 
73-3746 

KL-5587 
Malcantone 
M. Di Sagno 

Torcione 
Verdesa 
Ludiano 

Provenance 

Osogna 
Osogna 

Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Bellinzona 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Lattecaldo 
Taverne 
Taverne 
Taverne 
Taverne 
Ludiano 

Materiel 

Adulte 
Adulte 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Jeune 
Adulte 
Adulte 
Adulte 
Adulte 
Adulte 

Etabl. 

+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
+ 
+ 
-

MuIt. 

+ 
+ 

+ 

+ 

(+): Clones établis et multipliés in vitro 
(-) : Clones récalcitrants 

Techniques 

Installation du matériel non débourré 

Des rameaux de 20 à 25 cm de longueur prélevés sur des pieds-mères aux mois de janvier 
et février, sont découpés en segments de 1 à 2 nœuds. 

Ces segments sont désinfectés, après un bref passage dans de l'éthanol à 70%, par un 
double trempage, d'abord dans une solution d'hypochlorite de sodium à 1%, addi­
tionné d'un mélange d'antioxydants (acide ascorbique 1 % 4- acide citrique 1,5%) et de 
quelques gouttes de mouillant (Tween 80), pendant 20 minutes. Puis, après un bref rin­
çage à l'eau stérile, ils sont transférés dans une solution de Kohrsolin® (Glutaraldéhyde, 
N,N'-bis-(hydroxyméthyle) Urée (Bode & Co, Hamburg) à 3%, pendant 20 minutes. 
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Ensuite ils sont lavés abondamment dans de l'eau stérile contenant 50% (v/v) d'un an­
tioxydant (acide ascorbique 1 % + acide citrique 1,5%) et séchés entre deux feuilles de 
papier filtre stériles. 

Sous une loupe binoculaire (grossissement 10 x) , les apex de châtaignier mesurant 
environ 2 mm (Fig. I a, b) sont extraits des bourgeons et placés sur un milieu d'établis­
sement. 

Ftg, I: Segment de rameau de châtaignier montrant le bourgeon axillaire avant le prélèvement 
(a) et au moment de !"excision (b) 

Insinuation du matériel débourré 

Des rameaux de châtaignier lécoltés en pépinière (fig. 2) sont mis à débourrer sur un lit 
de Perlite abondamment humidifiée, sous un brouillard sec (Fog system). Des applica­
tions d'un fongicide (Benlate®) ont été également pratiquées sur le matériel végétal au 
cours du débourrement. ceci en vue de réduire les risques d'infection par des microorga-
nismes lors de l'établissement. 

Une partie du matériel expérimental est mis à débourrer à l'obscurité, afin de préve­
nir la production de composés phénoliques toxiques pour les jeunes tissus apicaux. 

La désinfection en surface du matériel végétal débourré suit le même procédé que 
celui qui est pratiqué pour le matériel non débourré, mentionné plus haut. 

La mise en culture des pousses développées en serre, contrairement à l'établissement 
des apex de bourgeons non débourrés, consiste à prélever uniquement des segments 
comportant chacun au moins un bourgeon (noeud), ceci après avoir débarrassé toutes 
les parties altérées par la désinfection, et à les placer sur le milieu d'établissement. 
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Fig. 2: Rameaux de châtaignier mis en 
débourrement forcé en serre à brouillard 
sec (fog system) 

Milieux de culture 

Milieu d'établissement 

Les explants initiaux sont cultivés dans des tubes de culture de 25 x 150 mm contenant 
15 ml d'un milieu de base de MURASHIGE et SKOOG (1962) dont la teneur en nitrate est 
réduite de moitié. A ce milieu sont ajoutés 1,0 mg/1 de thiamine, 0,5 mg/1 de pyridoxine, 
0,5 mg/1 d'acide nicotinique, 100 mg/1 de myo-inositol, 0,2 mg/ de Benzylaminopurine 
(BAP), 25 mg/1 de Cysteine et 100 mg/1 de Pénicilline G. Le pH est ajusté à 5,7 avec du 
NaOH ou de l'HCl à 0,1 N avant l'autoclavage à 121°C(1,1 kg/cm2 de pression), pen­
dant 15 minutes. 

Afin de déterminer si la nature physique du milieu nutritif peut influencer la réussite 
à l'établissement in vitro, les explants initiaux sont maintenus sur deux types de milieu 
de culture, solidifié ou non avec de l'Agar à 0,7%. 

L'effet du sulfate d'hydroxyquinoléine (8-HQS) sur la réduction du taux d'infection 
durant la phase d'installation a été également examiné selon le procédé de LAIMER et 
al. (1991). 
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Milieu de prolifération 

Dans nos expériences préliminaires, il a été observé que la croissance des explants 
initiaux paraissait influencée par la composition minérale du milieu nutritif. Aussi 
avons-nous testé les sels minéraux des milieux suivants: 
- MURASHIGE et SKOOG (1962) (MS) avec Vz NO"; 
- GRESSHOF et DOY (1972) (GD); 
- HELLER (1953); 
- LlOYD et MCCOWN (1980) (WPM). 

Conditions de culture 

Les cultures sont maintenues pendant les trois premiers jours à l'obscurité, puis sont 
transférées à la lumière, avec une photopériode de 16 heures par jour. L'intensité lumi­
neuse est de 850 /^W/cm2 fournie par des tubes fluorescents, Mazda Aviva TF/65. La 
température est de 230C pendant le jour et de 180C la nuit. L'humidité relative est de 
55% ± 5% dans la chambre de culture. 

Résultats et discussion 

Etablissement in vitro 

L'une des étapes importantes et délicates dans le processus de multiplication des végé­
taux ligneux, notamment le châtaignier, est l'établissement de matériel exempt de 
microorganismes pathogènes 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 prélèvement des explants 
initiaux a été expérimentée afin de réduire les risques de contamination au départ de 
toutes nos cultures. 

Influence du mode de prélèvement des explants 

L'influence du mode de prélèvement, en rapport avec la manière dont on prépare les 
explants de châtaignier, sur le taux d'infection à l'établissement in vitro est illustrée 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 légère diminution du taux d'infection (45%) a été observée pour les ex­
plants ne contenant pas de tissu sous-jacent (sans talon). 

Par contre, l'installation du matériel provenant de bourgeons développés en serre à 
brouillard sec (Fog system), a permis d'obtenir une diminution importante du taux d'in­
fection (25%) sur l'ensemble de nos clones de châtaignier expérimentés. Cela pourrait 
être 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 grâce aux traitements préventifs avec un anticryptogamique à large spectre 
Benlate® durant la période de débourrement, et d'autre part par l'adjonction au milieu 
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Pourcentage d'infection (%) 

(+talon) (-talon) 
n=357 n=424 n=330 n=127 

Fig. 3: Influence du mode de prélèvement des explants sur le taux d'infection à l'établissement. 

de culture d'un antibiotique, la pénicilline G (100 mg/1), qui empêche le développement 
des microorganismes. Cette observation corrobore celles qui sont obtenues par HEN-
NERTY et al. (1988), portant sur l'effet bénéfique de la pénicilline à l'établissement des 
explants initiaux du porte-greffe de pommier M26. 

L'incubation des explants dans une solution de sulfate d'hydroxyquinoléine (8-HQS) 
à 0,1%, selon LAIMËR et al. (1991), au premier jour de l'établissement, a également 
contribué à diminuer le taux d'infection à un seuil supportable (6,8%). La présence du 
8-HQS dans le milieu de culture a permis non seulement d'empêcher le développement 
des microorganismes de par son action antimitotique et bactéricide connue, mais encore 
de réduire le phénomène de brunissement du milieu nutritif (fig. 4) grâce à son action 
inhibitrice sur l'activité des polyphénoloxydases. L'oxydation des composés phénoli-
ques libérés dans le milieu nutritif par le tissu végétal fraîchement installé, principale­
ment chez les fagacées dont fait partie le châtaignier, représente une des difficultés 
majeures lors de l'établissement des explants initiaux. 

Pour parer à cet inconvénient, VlEITEZ et ViEiTEZ (1980) propose le trempage du 
matériel végétal dans l'eau stérile pendant deux à trois heures avant de le transférer sur 
le milieu de culture, ceci pour éliminer les exsudats chargés de tanins, alors que MuL-
LlNS (1987) suggère des transferts fréquents de l'expiant initial sur un milieu neuf, de 
même composition, pour améliorer sa croissance. 
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Fig. 4: Milieu nutritif rendu inapproprié à 
la croissance des explants par l'oxydation 
des composés phénoliques relargués par le 
tissu végétal. 

Reprise de croissance 

Afin de permettre aux explants de se développer dans des conditions optimales de cul­
ture, nous avons tenté, dans nos conditions d'expérimentation, d'éliminer les risques de 
brunissement du milieu nutritif en les soumettant à divers modes de préparation et de 
culture (cf. Matériel et Méthodes). 

Comme le montre la figure 5, seul le milieu nutritif agarisé convient au développe­
ment des explants initiaux. L'absence de développement des explants sur le milieu de 
culture liquide coïncide, dans le cas présent, avec le brunissement général du matériel 
végétal au cours des premiers jours de culture. Cette observation suggère donc l'état 
d'anoxie du milieu liquide, qui pourrait être à l'origine du phénomène de brunissement 
et de l'arrêt de croissance de nos explants. Alors que sur le milieu solide, la reprise de 
croissance des explants initiaux semble être plus favorisée par le traitement effectué en 
conditions de débourrement à Ia lumière que par celui qui est pratiqué à l'obscurité. 
Cette différence peut être expliquée par le fait que les explants provenant du matériel 
développé en conditions de lumière en serre à brouillard sec, malgré une forte teneur 
en composés phénoliques, possèdent une meilleure vigueur quant à la croissance de 
l'apex, au début de l'établissement, et par conséquent résistent mieux à l'opération de 
désinfection. Par contre, le matériel végétal débourré à l'obscurité s'avère être plus fra­
gile et développe des pousses étiolées sensibles à la désinfection. L'apparition des né­
croses apicales a été également observée indifféremment sur les explants débourrés 
dans les deux conditions de préparation avec et sans lumière. 
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Pourcentage de développement(%) 

milieu solide 
n-158 

milieu liquide 
n-68 

obscurité lumière 

Fig. 5: Influence du mode de débourrement et de culture sur le taux de développement des 
explants initiaux. 

Aussi, l'installation in vitro des clones de châtaignier sélectionnés, selon nos procédés 
mentionnés plus haut, nous a permis d'obtenir, malgré nombre de difficultés relevant 
des conditions de l'environnement de culture, des têtes de clones intéressants (tabi. 1). 
Cependant, il apparaît 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 après quelques transferts in 
vitro. Alors que pour d'autres clones de châtaignier, l'établissement du matériel sélec­
tionné en milieu axénique ne présente pas de difficulté particulière. 

Multiplication in vitro 

Choix de l'expiant initial 

En nous référant aux résultats des travaux de micropropagation des porte-greffe de 
pommier et de poirier (COLLET et L E , 1987), il apparaît que le choix du matériel végé­
tal, servant de source d'expiants, peut être 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 leur capacité de développer de nouveaux bourgeons. La figure 6 montre que 
le développement de l'ensemble des bourgeons est plus fort dans la partie proximale 
que dans la partie distale. Dans le cas présent, une plus grande concentration de bourge­
ons caulinaires observée à la base (partie proximale) de la pousse initiale semble être à 
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l'origine de cette différence quant à leur capacité de prolifération. Toutefois, on note 
une perte importante de matériel végétal durant les premières subcultures, provoquée 
par le phénomène de nécrose du bourgeon apical. Concernant des bourgeons en milieu 
de prolifération, ViEiTEZ et al. (1983) signalent la disparition de son matériel clone déjà 
après quatre subcultures à 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 symptôme de nécrose apicale, ceci malgré des modifications appor­
tées au niveau des éléments nutritifs. 

cv. Verdesa 
Production d'expiants au cours de 10 subcultures 

T~ ~T~ —f " - ! " "-T"" T " " T ^ T ™ "T" 
SC1 SC2 SC3 SC4 SC5 SC6 SC7 SC8 SC9 SC10 

I l Par t ie d is ta le SiHi Par t ie prox imale 

(SC:nombre de subcultures) 

Fig. 6: Influence de la position.de l'expiant initial sur le taux de prolifération. 

Choix du milieu nutritif 

Divers milieux de base sont examinés afin de pouvoir réduire le phénomène de dégéné­
rescence du bourgeon apical. L'examen des résultats obtenus avec le clone 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 Vi 
NO3" (MS V2 NO3) ne produit qu'en moyenne 2 bourgeons (dont 1 NBU) pour la même 
durée de culture. 11 en est de même pour le milieu de MCCOWN (1980) (WPM), qui est 
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Cl. 6259 
Nombre de bourgeons/explant 

GD Heller MS0/2NO3) WPM 
n=120 n=80 n=97 n=60 

I S N B U H Ì N T B 

Fig. 7: Influence des milieux minéraux de base sur le taux de développement des explants 
initiaux. NTB: nombre total de bourgeons développés; NBU: nombre de bourgeons utilisables. 

d'ailleurs reconnu comme le milieu favorable à la multiplication des espèces ligneuses. 
Concernant le comportement des nouveaux bourgeons développés sur ces milieux de 
culture respectifs, il apparaît que le milieu MS 1A NO3 favorise le phénomène de né­
crose du bourgeon apical, responsable de la 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 milieu GD, on note une croissance satisfaisante de bourgeons (fig. 8) sans symp­
tôme de vitrification, mais accompagnée parfois d'un cal à la base des explants. Toute­
fois, le développement de nouveaux bourgeons ne semble pas être gêné 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 châtaignier établis in vitro a été comparée sur 
milieu GD, considéré dans nos conditions-d'expérimentation, comme le meilleur. 

Les premiers résultats relatifs à la capacité de développement de nouveaux bourge­
ons sur nos clones de châtaignier sélectionnés{1071, K-5526,6259 et Verdesa) sont illu­
strés par la figure 9. On constate, après 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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Fig. 8: Développement de nouveaux 
bourgeons sur le milieu GD (clone 6259). 

Nombre de bourgeons/explant 

K-5526 Verdesa 6259 1071 

(n-120 explants/clone) 
B N B U I B N T B 

Fig. 9: Influence du génotype sur le taux de prolifération de nouveaux bourgeons. 



aussi remarqué cette variabilité clonale indifféremment sur les deux types de matériel 
végétal jeune et adulte. Ces auteurs suggèrent par la suite que des différences variétales 
à la base des génotypes pourraient être à l'origine de différents comportements morpho­
génétiques manifestés in vitro. 

Conclusions 

A la suite de nombreux essais concernant les phases d'établissement et de multiplication 
in vitro des clones de châtaignier suisses sélectionnés, on constate que: 
- l'installation des explants initiaux constitués d'apex de bourgeons débourrés en serre 

à brouillard sec (fog system), en association avec des traitements anticryptogamiques 
(Benlate® 1%) et d'un antibiotique (Pénicilline G 100 mg/1), permet de réduire de 
manière importante les risques d'infection par des microorganismes; 

- le maintien des explants fraîchement installés sur un milieu enrichi de 8-HQS contri­
bue aussi à empêcher le développement des agents pathogènes à un seuil supporta­
ble; 

-. le débourrement en conditions de serre avec apport de lumière s'avère être favorable 
à la reprise de croissance des explants initiaux; 

- les explants provenant de la partie proximale de la pousse feuillée sont, en général, 
plus productifs que ceux qui sont développés dans la partie distale; 

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

- le caractère génotypique du matériel végétal expérimenté dans ces essais peut égale­
ment jouer un rôle important dans l'aptitude à former de nouveaux bourgeons et doit 
être pris en considération lors du processus de micropropagation. 
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SUMMARY 

«In vitro propagation of chestnut (Castanea sativa Mill.). 
I. Establishment and in vitro propagation» 

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

ZUSAMMENFASSUNG 

«In vitro Vermehrung des Kastanienbaums (Castanea sativa IVIiIl.). 
I. Etablierung und in vitro Vermehrung» 

Eine Methode zur in vitro Vermehrung für Selektion Kastanien in der Schweiz wird be­
schrieben. Die Bedeutung der Vorbereitung und der Wahl der Explantate für die Etablierungs-
erfolgrate wird beschrieben. Die Zusammensetzung der Nährlösung 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) 
C. L. LE, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 

Résumé 

Des explants de nœuds (mini­
boutures) de pomme de terre (cv. 
Bintje) cultivés sur un milieu de 
base CMS (COLLET, 1985), en 
présence de 8% de saccharose 
et de différentes concentrations 
de benzyladénine (BA), ont été 
testés pour leur capacité de tu-
bériser in vitro. L'influence 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 révèle actuellement être l'un 
des moyens pratiques et efficaces pour 
la propagation de matériel de base et 
la conservation des variétés de pomme 
de terre cultivées après assainissement 
(WANG et Hu, 1982; CHANDRA et al, 
1988; LE et COLLET, 1985, 1988). 
Les conditions de l'environnement de 
culture qui caractérisent l'aptitude à la 
tubérisation in vitro ont été ainsi exa­
minées par plusieurs auteurs (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 tubérisation 
in vitro des miniboutures de pomme de 

terre de la variété Agria a été rendue 
possible par un contrôle précis des exi­
gences énergétiques et du type de régu­
lateur de croissance entrant dans la 
composition des milieux de culture. 
Dans le présent travail, nous présen­
tons un autre essai où l'on examine di­
vers paramètres portant sur l'influence 
du type de support de culture, la teneur 
en régulateurs de croissance ainsi que 
sur celle de la lumière 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 la technique décrite aupara­
vant (LE, 1991) sont utilisées dans cette 
étude. 

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/1 de thiamine, 0,5 mg/1 de 
pyridoxine, 0,5 mg/1 d'acide nicoti-
nique, 100 mg/1 de myo-inositol et di­
verses concentrations de benzyladénine 

(BA) allant de 11,1 \xm à 44,4 |xM. Le 
saccharose est apporté à la concentra­
tion de 8%, qui, selon les résultats ob­
tenus auparavant avec la variété Agria 
(LE, 1990), nous a donné une meilleure 
tubérisation. 
Pour la comparaison des types de sup­
port de culture, les explants sont culti­
vés, à l'obscurité, sur les trois milieux 
suivants: 
- milieu liquide statique; 
- milieu liquide agité (60 tours/min.); 
- milieu solidifié avec 0,7% d'Agar 

(Difco-Bacto-Agar). 
Le pH est ajusté à 5,7 avec du NaOH à 
0,1 N avant l'autoclavage. 
Les milieux sont stérilisés à l'autoclave 
pendant 15 minutes à 121 °C (1,1 kg/ 
cm2 de pression). 

Conditions de culture 

Afin de déterminer si la lumière peut 
influencer 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 à l'obscurité pour 
tous les essais. 
L'éclairement, dont l'intensité lumi­
neuse est de 55 |i,mole/m2/sec au ni­
veau des cultures, est fourni par des 
tubes fluorescents de 40 W (type 
Mazda/Aviva TFRS 65/AVI). 
La température est de 20 ± 1 0C le jour 
et 18 ± 1 0C la nuit, cela pendant toute 
la période de l'essai. 
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L'évaluation du pourcentage de tubéri­
sation, de la grosseur moyenne des mi­
nitubercules produits par explant, ainsi 
que de leur poids frais, est réalisée sur 
la base de 16 à 20 explants par traite­
ment. L'expérience a été répétée quatre 
fois. 

Résultats et discussion 

Influence de la teneur 
en benzyladénine 

Comme le montre le tableau I. la pré­
sence de la benzyladénine (BA) dans le 
milieu nutritif s'est révélée détermi­
nante pour induire la tubérisation sur 
les miniboutures de pomme de terre 
Bintje cultivées in vitro. L'absence to­
tale de régulateur de croissance ne per­
met pas, dans le cas présent, le déve­
loppement de minitubercules, alors que 
I*adjonction de benzyladénine au mi­
lieu de culture entraîne une augmenta­
tion significative du pourcentage de 
tubérisation sur l'ensemble des ex­
plants expérimentés (fig. 1). Le meil­
leur développement, dans nos condi­
tions, a été obtenu avec le traitement 
renfermant 11.1 uM (2,5 mg/1) de BA. 
qui provoque une augmentation du 
taux de tubérisation de 97% sur les ex­
plants cultivés dans les mêmes condi­
tions (tabi. 1 ). Ce fait semble être en 
accord avec celui rapporté précédem­
ment sur les miniboutures des variétés 
d'Ulster Sceptre et Red Craigs Royal 
(HUSSEY et STAŒY, 1984) et sur celle 

Tableau 1. Influence de la concentration de benzyladénine (BA) sur la tubérisation 
des miniboutures de pomme de terre (cv. Bintje). 

Concentration 
de benzyladénine 

QlM) 

Témoin (0) 
11,1 
22,2 
44,4 

Tubérisation 
(%) 

0 
97a 
80b 
22c 

Diamètre 
des minitubercules 

(mm) 

0 
3,40 ± 0,14a 
3,70 ± 0,15a 
3.56 ± 0,16a 

Poids frais moyen 
des minitubercules 

(mg) 

0 
31,12 ± 2,64a 
33,27 1 3,05a 
24,05 ± 1,04b 

Les valeurs suivies d'une même lettre ne sont pas signiticativement différentes (p = 0,05). selon le test de DUNCAN. 

d'Agria (LÉ. 1990). En revanche, à une 
concentration plus importante en BA 
(22,2 (iM) (5,0 mg/1), on constate un 
fléchissement de la capacité de produi­
re des minitubercules in vitro (80%), 
contrairement aux observations faites 
par WANG et Hu ( 1982) sur les variétés 
Nohrin n° 1 et Kennebec. La plus forte 
concentration, soit 44,4 LiM (IO mg/1). 
provoque également une diminution 
importante de la capacité de tubérisa­
tion sur les miniboutures de pomme de 
terre Bintje (22% d'expiants capables 
de former des minitubercules). Concer­
nant le poids frais et la grosseur des 
minitubercules développés sur ces mi­
lieux. nous n'avons pas remarqué de 
différence importante entre les deux 
concentrations 11,1 et 22,2 LiM de BA: 
alors qu'à 44,4 JiM, un effet défavo­
rable sur le poids moyen des mini­
tubercules est nettement remarqué 
(tabi. 1). La réduction progressive du 
taux de tubérisation obtenue avec 
l'augmentation graduelle des concen­
trations en BA, dans nos conditions 
d'expérimentation, semblerait donc re­
fléter un effet inhibiteur dû à une sur­
concentration en régulateur de crois­
sance. PALMER et SMITH (1969) ont 
également signalé l'extrême sensibilité 
de la tubérisation sur des explants de 
germe de pomme de terre (cv. Norgold 
Russet), en présence d'une forte 
concentration en BA. 

Influence du support de culture 

L'examen des résultats présentés dans 
le tableau 2 montre que le milieu de 
culture solidifié avec de l'agar permet 
le développement des minitubercules, 
après 5 semaines de culture in vitro. En 

Tableau 2. Influence du milieu de cultu­
re sur la tubérisation des miniboutures 
de pomme de terre (Solanum tubero­
sum L. cv. Bintje). 

Fig. I. Tubérisation in vitro de la variété de 
pomme de terre Bintje 

Types de milieu nutritif 

Agar 
Liquide statique 

Liquide agité 

Tubérisation 
(%) 

96 
0 

98 

revanche, il n'y a pas de formation de 
minitubercules sur les explants cultivés 
en milieu liquide statique, malgré un 
apport optimal d'éléments nutritifs né­
cessaires dans le milieu de culture. Ce 
fait coïncide souvent avec l'absence de 
développement des axillaires sur les 
miniboutures en cours de culture. Cette 
observation suggère l'état d'anoxie du 
milieu liquide statique, qui provoque 
l'asphyxie de nos explants, alors que Ia 
croissance des axillaires capables de 
tubériser est favorisée lorsque les ex­
plants sont cultivés sur un milieu liqui­
de agité, assurant effectivement une 
meilleure aération indispensable au dé­
veloppement des minitubercules. Des 
résultats similaires sont également ob­
tenus par TOVAR et al. (1985). 
En ce qui concerne le comportement 
des minitubercules développés au 
cours de la culture, on note une tendan­
ce à la formation des lenticelles pro­
éminentes (cals?) pour les minituber­
cules évoluant à l'intérieur du milieu 
nutritif (fig. 2). Ce défaut au niveau des 
lenticelles, provoqué par une sursatura-

Fig. 2. Minitubercule de pomme de terre 
(cv. Bintje) montrant la formation des lenti­
celles proéminentes. 
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B Obscurité _ 

Obscurité 

Lumière 

Tubérisation émergée immergée 
totale 

Fig. 3. Influence de la lumière sur la tubérisation in vitro des miniboutures de pomme de 
terre (cv. Bintje). 

tion d'eau dans l'environnement de 
culture (SUMMON et al, 1989), repré­
sente, par conséquent, une perte non 
négligeable des microtubercules après 
la récolte. 

Influence de la photopériode 
L'apport d'une période de lumière au 
cours de la culture 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'apparaît si l'on com­
pare les taux de tubérisation obtenus 
entre les explants maintenus à l'obscu­
rité et ceux qui sont cultivés avec un 

!régime d'éclairement de 8 h/jour 
(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 à l'obs­
curité totale. Par ailleurs, l'endroit où 
se développent les minitubercules est 
également influencé, dans nos condi­
tions de culture, par la lumière. En 

effet, on observe plus de 60% de tuber­
cules formés dans le milieu nutritif (tu­
bérisation immergée) lorsqu'on ap­
plique aux cultures une période d'éclai­
rement; alors que la plupart des ex­
plants (80%) maintenus à l'obscurité 
totale tubérisent à l'extérieur du milieu 
de culture (tubérisation émergée) 
(fig. 3). SUMMON et al. (1989) ont 
aussi rapporté des réactions compa­
rables sur les quatre génotypes Red 
Pontiac, Shepody, Kennebec et Yukon 
Gold en présence d'une photopériode. 

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 apport 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 l'Agar 
ou en milieu liquide agité. Une photo­
période de 8 heures ne permet pas 
d'augmenter le taux de tubérisation, 
mais accroît la tubérisation immergée 
défavorable. 
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Summary 

In vitro Tuberization of commonly grown potato (Sola­
num tuberosum L. var. Bintje) 

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

Zusammenfassung 
In v/fro-Knollenbildung von Kartoffel (Solanum tubero­
sum L. var. Bintje) 

Achselknospen (Ministecklingen) der Kartoffelsorte Bintje 
wurden auf ein CMS basal-Nährmedium (COLLET, 1985), 
welches 8% Saccharose und verschiedenen Konzentrationen 
der BA enthält, kultiviert, um die in v/ïw-KnoUenbildungs-Ka-
pazität zu bewirken. Die Wirkung von verschiedenen Kulturun­
terlagen und Photoperioden auf die Knollenbildungs-Kapazität 
wurden auch untersucht. 
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Multiplication clonale du lisianthus 
(Eustoma grandiflorum [Griseb.] Schinners) 
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Résumé 
On décrit dans cet article une technique de propagation du lisianthus 
(Eustoma grandiflorum) en conditions de culture stériles. Des extrémités 
de tige ó'Eustoma en croissance active ont été placées sur un milieu 
agarisé renfermant les sels minéraux de base de MURASHIGE et SKOOG 
(1962), additionné de 4,44 (xM de benzyladénine (BA) et de 0,5 uM 
d'acide oc-naphthylacétique (ANA) pour favoriser le développement de 
nouveaux bourgeons. La formation des racines a été réalisée en traitant 
les microboutures avec 2,5 JIM d'acide a-naphthylacétique. Des plantes 
enracinées ont ainsi été acclimatées avec succès sur un substrat de 
culture traditionnel. 

Introduction 
) 
Eustoma grandiflorum (Gentianacées), 
cultivée sous le nom de Lisianthus rus-
sellianus (NICHOLSON, 1938), est une 
espèce annuelle herbacée originaire des 
Etats-Unis d'Amérique. Elle s'installe 
principalement dans les prairies hu­
mides s'étendant du Nebraska au Colo­
rado, ainsi qu'au Texas (HALEVY et 
KOFRANEK, 1984). Actuellement, elle 
présente un grand intérêt en floricultu­
re, notamment en tant que fleurs cou­
pées et plantes fleuries en pots pour les 
marchés régionaux (HALEVY et KOFRA­
NEK, 1984; REIST, 1992). Les argu­
ments avancés en faveur de la culture 
de cette nouvelle espèce florale sont 
multiples: 
- haut rendement; 
- coloris plaisants; 
- cultivable hors sol (REIST, 1992). 
Toutefois, la multiplication par voie 

conventionnelle des hybrides nouvelle­
ment sélectionnés se heurte à la diffi­
culté d'une longue période de prépara­
tion de plantons de base qui, dans le 
contexte actuel, ne peut guère satisfaire 
les demandes grandissantes du marché 
floral. Par conséquent, la micropropa­
gation in vitro représente, pour l'heure, 
une alternative avantageuse permettant 
d'obtenir rapidement du matériel de 
base conforme, nécessaire à la produc­
tion de cette nouvelle espèce florale 
(SEMENIUK et GRIESBACH, 1987). 
L'objectif de ce travail est de détermi­
ner, chez Eustoma, les conditions de 
culture favorisant la croissance et le 
développement in vitro de jeunes 
plants afin de mettre au point un proto­
cole de production pour cette espèce. 
Ce travail a été réalisé dans le cadre 
d'une collaboration entre le service de 
biologie végétale (groupe culture in 
vitro) de Changins et le service d'horti­
culture génrérale à Conthey. 

Matériel et méthodes 

Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé dans nos es­
sais consiste en plantes-mères (cv. Sa-
kata Yodel blue) cultivées en serre au 
centre d'arboriculture et d'horticulture 
des Fougères (Conthey). 

Préparation des explants 

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

Désinfection 

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

Etablissement in vitro 

Les explants sont rafraîchis, après 
désinfection, à environ 1 cm de lon­
gueur et placés sur un milieu de base 
MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962) mo-
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Tableau 1. Influence de diverses cytokinines sur la prolifération des nouveaux 
bourgeons chez Eustoma grandiflorum. 

Régulateurs de croissance [nM] 

Témoin [0] 

Kinétine [4,65] 
ANA [0,53] 

BA [4,44] 
ANA [0,53] 

Zéatine [2,85] 
ANA [0,53] 

2iP [4,92] 
ANA [0,53] 

Nombre de pousses/expiant' 

0,50 ± 0,03d 

1,58 ± 0,46c 

3,02 ± 0,42a 

2,62 ± 0,43ab 

2,35 ± 0,40ab 

Formation de cals2 

-
++ 

++ 

+++ 

+++ 

1 Les valeurs suivies d'une même lettre ne sont pas significativement différentes (p = 0,05). 
2Ue nombre de signes + indique l'intensité relative de la formation du cal (-: aucun; +: faible; ++: moyen; +++: fort). 

difié. A ce milieu sont ajoutés 1,0 mg/1 
de thiamine, 0,5 mg/1 de pyridoxine, 
0,5 mg/1 d'acide nicotinique, 100 mg/1 
de myo-inositol, 0,1 mg/1 d'acide oc-
naphthylacétique (ANA), 1,0 mg/1 de 
benzyladénine (BA), et 3% de saccha­
rose. 
Afin d'éviter l'altération du milieu nu­
tritif provoquée par l'oxydation des 
metabolites secondaires libérés lors de 
la préparation des explants initiaux, les 
cultures sont maintenues à l'obscurité 
totale pendant les trois premiers jours 
suivant l'établissement. 

Prolifération in vitro 
Dans le but d'induire la prolifération 
de nouvelles pousses, les explants sont 
transférés, après un mois en établisse­
ment in vitro, sur un milieu de base MS 
modifié renfermant différentes combi­
naisons de régulateurs de croissance 
(tabi. 1 et 2). 

Enracinement in vitro 

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

Conditions de culture 
Sauf indications spéciales, les explants 
sont cultivés 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 
à 5,7 avec du NaOH 0,1 N et les mi­
lieux sont solidifiés avec 0,7% d'agar 
(Difco Bacto-Agar) avant Pautoclava-
ge (121 0C, 1,1 kg/cm2 de pression) 
pendant 15 minutes. 
Les cultures sont maintenues dans un 
environnement climatique à la tempé­
rature de 23 ±1 0C de jour et de 
18 ±1 0C de nuit, et sont éclairées pen­
dant 16 heures par cycle de 24 heures. 
L'éclairement dont l'intensité est de 
55 (imol m-2 s-1 au niveau des tubes de 
culture est fourni par des tubes fluores­
cents (Mazda AVIVA TFRS 65/AVI). 
L'humidité relative a été maintenue 
à 55-60% dans l'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 été répétée au 
moins trois fois. 

Sevrage 
Après une période d'acclimatation de 
48 à 72 heures, durée pendant laquelle 
les jeunes plantes à'Eustoma sont ra­
menées progressivement d'une atmo­
sphère saturée d'humidité à un envi­
ronnement normal de culture, les 
plantes racinées in vitro sont retirées 
des tubes et repiquées sur un substrat 
horticole traditionnel composé de terre 
franche, de Perlite et de terreau 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 fraî­
chement installés représentent une des 
difficultés majeures lors de l'établisse­
ment in vitro, aussi l'obtention de ma­
tériel sain semble-t-elle être vitale pour 
la réussite de la culture en axénie 
(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, l'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 l'équilibre phytorégulateur entrant 
dans la composition du milieu nutritif. 
Aussi, l'installation in vitro du matériel 
végétal selon le procédé mentionné 
plus haut (cf. Matériel et méthodes) 
nous a permis d'obtenir sans trop de 
difficulté plus de 95% d'expiants ini­
tiaux ayant repris leur croissance sur 
l'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 différents types d'auxine sur le développement des nou­
veaux bourgeons chez Eustoma grandiflorum. 

Régulateurs de croissance [uM] 

Témoin [0] 

BA [4,44] 

AIA [0,57] 
BA [4,44] 

AIB [0,50] 
BA [4,44] 

ANA [0,53] 
BA [4,44] 

2,4-D [0,45] 
BA [4,44] 

ANA [0,53] 

Nombre de pousses/expiant' 

1,37 ± 0,12c 

1,70±0,26bc 

4,25 ± 0,56a 

2,12 ± 0,37b 

4,73 ± 0,88a 

0,15 + 0,05d 

0,36 + 0,07d 

Formation de cals2 

r-

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ ++ 

+++ 

•Les valeurs suivies d'une même lettre ne sont pas significativement différentes (p = 0,05). 
2Le nombre de signes + indique l'intensité relative de la formation du cal (-: aucun; +: faible; ++: moyen; +++: fort). 
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Rg1 I. Développement de nouveaux bour­
geons sur milieu de prolifération renfer­
mant 4.44 uM de BA et de 0.53 uM 
d'ANA. 

nombre, après 4 à 5 semaines de cultu­
re, une moyenne de trois nouveaux 
bourgeons utilisables développés sur 
le milieu contenant la benzyladénine 
(BA). Alors que pour les milieux de 
culture enrichis de zéatine ou de 2iP, le 
développement de nouvelles pousses 
est légèrement moins favorisé. La 
croissance des bourgeons néoformés 
est par ailleurs fortement inhibée lors­
qu'on remplace la BA par la kinétine. 
Sur ce milieu, les bourgeons tendent à 
s'allonger avec des déformations au ni­
veau de la tige. De même, le maintien 
du matériel végétal sur le milieu dé­
pourvu de régulateurs de croissance 
(témoin) entraîne une diminution signi­

ficative du taux de développement 
de nouveaux bourgeons. La formation 
d'un cal à la base des explants est éga­
lement observée avec toutes les cytoki-
nines utilisées, mais la prolifération des 
primordia caulinaires, dans le cas pré­
sent, semble ne pas être gênée par 
celui-ci. Cette observation confirme 
les résultats obtenus par SEMENIUK et 
GRIESBACH (1987) sur la variété Dwarf 
Purple. Ces auteurs ont effectivement 
fait état de la formation de nouveaux 
bourgeons à partir du cal développé à 
la base de l'expiant. 

• Influence des auxines 
Le développement de nouvelles 
pousses requiert la présence dans le 
milieu nutritif d'un régulateur de crois­
sance, en l'occurrence la BA (tabi. 2). 
Cependant, certaines combinaisons ob­
tenues entre deux types de régulateurs 
(auxine et cytokinine) peuvent encore 
améliorer le développement de ceux-ci 
(LE, 1992). Aussi, l'adjonction de 
l'acide a-naphthylacétique (ANA) au 
milieu de base contenant de la BA a fa­
vorisé, dans nos conditions d'expéri­
mentation, l'apparition de nouveaux 
bourgeons avec un taux moyen supé­
rieur à quatre nouvelles pousses utili­
sables par explant (fig. I ). Cette obser­
vation s'avère être en désaccord avec 
celle rapportée par SEMENIUK et GRIES­
BACH (1987) qui n'ont pas trouvé de 
différence significative entre les ex­
plants cultivés en présence d'une com­
binaison auxine-cytokinine et ceux 
maintenus sur un milieu sans auxine. 
Ce fait pourrait être dû à la forte teneur 
en cytokinine (13 uM BA) utilisée par 
ces auteurs, qui a sans doute modifié 
l'effet exercé par l'équilibre des régu­
lateurs en place. 

Dans nos conditions, le nombre de 
nouveaux bourgeons formés n'a pu être 
amélioré lorsqu'on a remplacé l'ANA 
par d'autres types de régulateurs, 
notamment l'acide ß-indolylacetique 
(AIA) ou de l'acide ß-indolylbutyrique 
(AIB). Par ailleurs, l'acide 2,4-dichlo-
rophénoxyacétique (2,4-D) est ineffica­
ce pour induire le développement des 
bourgeons sur les explants d'Eustoma. 
Sur ce dernier milieu, on note d'abord 
l'arrêt de croissance des explants 
caractérisé par un jaunissement du 
feuillage, puis une prolifération intense 
de cal inhibant finalement tout l'ex­
piant. De même, la présence de l'auxi-
ne seule (ANA) dans le milieu de 
culture ne permet pas d'obtenir de 
nouveaux primordia caulinaires évo­
luant ultérieurement en déjeunes pous­
ses feuillées. 

Enracinement in vitro 

Les résultats présentés dans Ia figure 2 
montrent qu'en l'absence de régulateur 
de croissance (0 u,M), Ie taux de déve­
loppement des racines sur les minibou­
tures d'Eustoma demeure faible (ca. 
20%). L'adjonction dans le milieu nu­
tritif d'une concentration de 0,05 [iM 
d'ANA suffit pour induire la formation 
des racines chez 44% des minibou­
tures. L'utilisation des concentrations 
élevées en auxine entraîne, dans nos 
conditions de culture, une augmenta­
tion progressive du nombre de mini­
boutures ayant développé un système 
racinaire fonctionnel (fig. 3). Le taux 
de formation des racines adventives at­
teint son maximum (85%) à la concen-

Fig. 3. Formation de racines adventives sur 
milieu contenant 0.25 uM d'ANA. 

Enraclntnwit [%] Nombr» de r»cln«« 

A N A [UM) 

Fig. 2. Influence de différents types d'auxine sur le développement des nouveaux bourgeons 
chez Eustoma grandiflorum. 
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Fig. 4. Formatimi de racines secondaires 
sur milieu enrichi de 2.5 uM d'ANA. 

trat ion de 2.5 |i.M d'ANA. A une 
concentration plus élevée (5,0 uM), un 
effet inhibiteur est nettement marqué 
dans nos conditions, contrairement à ce 
qui a été obtenu auparavant par SEME-
NiUK et GRIESBACH (1987). Ces résul­
tats vont également dans le même sens 
que pour le nombre de racines pro­
duites par explant (fig. 2). Concernant 
la qualité de l'enracinement obtenue 
durant cette phase, on remarque que les 
miniboutures développent des racines 
épaisses et courtes, pourvues de racines 
secondaires (fig. 4) et parfois de cals. 
lorsque TANA est apporté à des 
concentrations élevées (2,5 JiM et 
plus). Hn revanche, les traitements ne 
contenant pas ou peu d'ANA dévelop­
pent des racines souvent irrégulières, 
qui demeurent fines et allongées au 
terme de la phase d'enracinement, ren­
dant par conséquent délicate l'opéra­
tion de sevrage ultérieurement. 
Des essais effectués avec d'autres 
types de régulateurs de croissance en 
vue d'améliorer la qualité de l'enra­
cinement des miniplantes produites 
in vitro, sont en cours de réalisation et 
feront l'objet d'un prochain article. 

Sevrage 
A la fin du cycle des cultures in vitro, 
les miniplantes <}'Eustoma sont sevrées 
sous un brouillard sec (Fog system) 
pendant une semaine. Ensuite, elles 
sont transférées en serre pour pour-

Fig. 5. Plantes d'Eustoma sevrées sur subs­
trat de culture traditionnel, après 8 semai­
nes de culture en serre. 

suivre ultérieurement leur cycle de 
développement. L'acclimatation des 
plantes produites in vitro, selon notre 
procédé décrit plus haut (cf. Matériel et 
méthodes), n'a pas présenté de difficul­
tés particulières et nous a permis d'ob­
tenir plus de 959^ de plantes ayant re­
pris leur croissance une fois transférées 
dans le milieu de culture conventionnel 
(fig. 5). 

Conclusion 
Au terme de nombreux essais, il a été 
démontré que les extrémités de tiges 
d'Eustoma sont capables de développer 
de nouveaux bourgeons évoluant en 
plantes entières, cela sous l'action d'un 
équilibre de régulateurs de croissance 
precis. 

Le protocole expérimental mis au point 
dans cette étude peut donc constituer. 
en l'absence d'une technique de multi­
plication fiable et reproductible, une 

Summary 
Clonal multiplication of lisianthus 
through tissue culture 

A technique for in vitro propagation of 
lisianthus (Eustoma grandiflorum) is 

bed m iliis study. Active!; 
-hoot expiants o fl were 

cultivated on a Ni 
(1962) medium, supplemented with 
4.44 |i.\l Benzyladenine and 0,5 uM 
o.-naplitlnlacclic acid (NAAi loi proli­
ferating neu shoot buds Adventitious 
root formation was achieved by expo­
sure of Biinicuttings bo 2.5 u.vi of 
o oaphthylacetic acid (NAA). Regene­
rated plantlels were successfulI) estab­
lished in soil. 

alternative avantageuse permettant 
l'obtention rapide de matériel de base 
indispensable à la diffusion de cette 
nouvelle espèce florale. 
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einem Agariialirmedium kultiviert 
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Apport de l'électrophorèse dans l'identification 
des variétés de pomme de terre cultivées en Suisse 
C. L. LE1, Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon 

Résumé 

L'analyse électrophorétique des 
variétés de pomme de terre de 
l'assortiment suisse, cultivées in 
vitro, par isoélectrofocalisation 
(IEF) des systèmes peroxydases 
et esterases, permet d'obtenir 
des profils électrophorétiques 
caractéristiques, qui sont utiles à 
l'identification varietale. 

Introduction 

L'analyse électrophorétique* des sys­
tèmes isoenzymatiques* se révèle ac­
tuellement être l'un des moyens impor­
tants pour caractériser les populations 
végétales (TANKSLEY et ORTON, 1983). 

I Dans la pratique, l'utilisation des ca­
ractères 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 ambiguïté les variétés 
de plantes cultivées. Les isozymes* 
sont à cet égard des marqueurs biochi­
miques de choix (MOORE et COLLINS, 
1983) contribuant à l'évaluation de la 
diversité génétique du monde végétal, 
à la cartographie génétique des popula­
tions, à l'identification des génotypes, 
à l'entretien des ressources génétiques 

1 Avec la collaboration technique de M. D. 
Thomas. 
* Les mots suivis d'un astérisque sont défi­
nis dans le lexique encadré. 

et à l'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 l'identification des variétés 
de plantes cultivées (ALMGARD et CLAP-
HAM, 1975; PONTIKIS et al, 1980; LEE 
et ELLSTRAND, 1987; COLLET et al, 
1991; IVlANGANARis et ALSTON, 1993; 
PROTOPAPADAKIS et YANNITSAROS, 1994). 
Dans ce travail, nous rapportons les 
résultats d'analyses électrophorétiques 
des systèmes isoenzymatiques peroxy­

dases* et esterases* obtenus sur les va­
riétés de pomme de terre cultivées en 
Suisse, dans le but d'établir l'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 l'assorti­
ment suisse (REUST, 1993) cultivées in 
vitro selon LE (1991). Ce matériel est 
assuré indemne de viroses, d'après les 

Lexique 

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

Electrophorèse: méthode d'analyse basée sur le déplacement différen­
tiel de particules chargées sous l'influence d'un champ électrique, dont 
une application est !'isoélectrofocalisation. 

Esterases: enzymes catalysant des réactions d'hydrolyse. 

Exons: séquences ou régions actives dans l'expression d'un gène. 

Isoélectrofocalisation: méthode de migration des protéines en fonction 
de leurs points isoélectriques. Au point isoélectrique, les molécules de 
protéines placées dans un champ électrique sont neutres; elles focali­
sent à l'endroit où le pH est égal à leur propre pHi. 

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

Peroxydases: enzymes dont la fonction primaire est l'oxydation des 
molécules aux dépens du peroxyde d'hydrogène. 

pHi: il existe, pour chaque protéine, un pH défini auquel la somme des 
charges positives et négatives est égale à zéro. Ce pH est appelé le 
point isoélectrique (pi). 

Zymogramme: profil constitué d'un ensemble de bandes (ou isoenzy­
mes) obtenues après chaque révélation enzymatique. 
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lests immuno-enzymatiques ELISA, cela 
afin d'éviter les interférences qui peu­
vent être occasionnées par les infec­
tions virales il nisi HKB et STEGEMANN, 
1966). 

Extraction et dosage 
des protéines 
2(M) mg de poids frais de feuilles sont 
congelés dans de l'azote liquide et 
broyés dans un mortier préalablement 
refroidi à 0 0C. On y ajoute 150 ul/ 100 
uvj. de pouls Irais de tampon d'exlrac-
iion contenant Vk d'acide ascorbique 
et 0.1% de Triton X 100, et on homo­
généise le broyai. L'extrait est ensuite 
récupéré et centrifugé à 13 0(M) t minu­
te pendant 20 minutes à 4 0C. On prélè­
ve enfin le surnageant qui sera utilise 
d'nne part pour la séparation électro-
phorétique et d'autre part pour le dosa­
ge des protéines solubles pratiqué selon 
la méthode de BRADFORD (1976), utili­
sant le sérum d'albumine de bœuf 
(BSA) comme référence. Les extraits 
fractionnés en parties aliquotes sont 
ainsi conservés à -70 0C jusqu'à leur 
utilisation, 

Isoélectrofocalisation (IEF) 
paration des protéines non déna-

iiirees en fonctiOB de leurs points iso­
électriques* est réalisée sur les sup­

ports de gel en Polyacrylamide ultra-
fins Servalyt® précotés (pHi 3 à 11). 
Des échantillons contenant une quanti­
té de 10 à 15 (ig de protéines sont dé­
posés sur le gel, placé dans une cuve 
thermostatisée à 10 0C (type Multiphor 
II-LKB). et sont soumis à une sépara 
lion dans le sens horizontal, sous une 
tension de 200 V au départ fournie par 
un générateur de courant (BioRad 3000 
Xi). La migration des protéines vers les 
pôles acide et basique dure 3 heures 
La tension atteint alors 14(K) V, corres­
pondant à une puissance de 7 W. 

Révélations des systèmes 
isoenzymatiques 
Les réactions de coloration des 
systèmes enzymatiques peroxydases 
(POX, E.C. 1.11.1.7) et esterases (EST. 
I '..( !.3.1.12) sont effectuées selon les 
techniques de VALLEJOS (1983). 

Interprétation 
des profils électrophorétiques 
La comparaison des profils électropho­
rétiques obtenus avec les deux sys­
tèmes enzymatiques peroxydases et es­
terases est réalisée sur la base de la 
présence ou de l'absence de bande(s) 
caractéristique(s), en relation avec leur 
intensité de coloration, ainsi que sur les 
enregistrements densitométriques ef­

fectués à l'aide d'un vidéodensitonietre 
BioRad-620, généré par le programme 
d'analyse 1-D Analyst II. 

Résultats et discussion 

Peroxydases 
L'analyse des profils électrophoréti­
ques des isoperoxydases montre la pré­
sence de 2 groupes d'isoenzymes POX 
1 et POX 2, caractéristiques des varié­
tés de pomme de terre cultivées en 
Suisse (fig. I). De ces groupes, nous 
avons retenu en premier lieu les isope­
roxydases à pHi acides (POX 1) qui 
sont, en général, représentatifs pour la 
distinction de nos cultivars. Cependant, 
nous tenons également compte des iso-
peroxydases du groupe POX 2 lorsque 
].- profils électrophorétiques du grou­
pe POX 1 ne permettent pas de les dis 
tinguer correctement. 
Ainsi apparaissent, dans le groupe' 
POX 1 (pHi 3-4). des isoenzymes dont 
l'intensité, exprimée en fonction de 
leur activité peroxydasique, varie 
considérablement d'un cultivar à 
l'autre. On note la présence de 
bandes bien distinctes mettant en évi­
dence, selon leur emplacement et leur 
intensité de coloration, des profils qui 
sont spécifiques pour chacun de nos 
cultivars (fig. I). Sur la base des varia 
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Fig, I. Profils électrophorétiques des isoperoxydases obtenus sur différentes variétés de pomme de terre cultivées eu Suisse. 
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tions densitométriques obtenues dans 
ce groupe d'isoperoxydases, nous 
avons pu comparer et établir, dans le 
cas présent, l'identité de la plupart de 
nos variétés cultivées, à l'exception des 
variétés Bintje, Eba, Hertha et Urgenta; 
lesquelles possèdent une certaine res­
semblance quant au nombre de bandes 
isoenzymes apparues et leur intensité 
correspondante. Néanmoins, avec les 
isoperoxydases basiques POX 2 (pHi 
7-11) la variété Eba a pu être distin­
guée de ces dernières si l'on considère 
la forte intensité de !'isoenzyme révé­
lée à pHi 8 chez ce cultivar (fig. I ). 
L'identification varietale basée sur le 
polymorphisme des peroxydases a été 
également réalisée notamment pour le 
blé (ASINS et ai, 1981 ). le pois (BASSI-
RI et ADAMS. 1978) et le pommier 
(COLLET et ai, 1991; MANGANARIS et 
ALSTON. 1993). Etant donné leur stabi­
lité durant l'extraction et la conserva­
tion (KUHNS et PRBTZ, 1978). les per­
oxydases demeurent un excellent systè­
me enzymatique, polymorphe. En ce 
qui concerne la pomme de terre, DES-
BOROUGH et PELOQUIN (1968) ont trou­
vé pour l'ensemble des 45 variétés 
nord-américaines, 11 profils électro-
phorétiques différents basés sur 8 iso­
peroxydases révélées sur des extraits 
de tubercule. Dans notre essai, nous 
avons pu distinguer 13 profils caracté­
ristiques pour les 16 variétés exami­
nées avec moins de bandes isoen­
zymes. Cette différence pourrait être 
expliquée, dans le cas présent, par la 
révélation des isoperoxydases prove­
nant de tissu foliaire cultivé in vitro 
d'une part, et par la séparation des 
isoenzymes en fonction de leurs points 
isoélectriques (pHi) d'autre part. En 
matière de pH à gradients, NIETO et al. 
(1990) ont aussi fait mention de l'utili­
sai ion des isoperoxydases, après une 
isoélectrofocalisation (pHi 3,5 à 9,5), 
comme base pour éclaircir les doutes 

qui subsistent sur des zymogrammes* 
obtenus avec l'électrophorèse à pH 
constants. Ces auteurs ont effective­
ment trouvé que les groupes d'isoper­
oxydases à pHi 6,5-7,0 sont les plus ca­
ractéristiques dans les extraits de tuber­
cules; alors que nous avons obtenu. 
dans les extraits de feuilles, des bandes 
isoperoxydases spécifiques essentielle­
ment dans la partie acide (pHi 3-4). Par 
ailleurs, la migration des protéines sur 
un support de gel Polyacrylamide ultra-
fin réalisée dans cette étude, pourrait 
également contribuer à améliorer la sé­
paration des bandes isoenzymes. 

Esterases 
L'activité des isoestérases, bien qu'elle 
soit beaucoup moins stable que celle 
des peroxydases lors des opérations 
d'extraction et de migration, paraît 
également être un marqueur biochi­
mique important pour la distinction des 
espèces végétales cultivées. Dans notre 
essai, la révélation de l'activité estéra-
sique est effectivement plus faible que 
celie qui a été obtenue pour les isoper­
oxydases. Néanmoins, les différents 
profils obtenus sur les gels révélés pour 
cette activité enzymatique peuvent être 
reconnus distinctement en nous basant 
principalement sur les 2 groupes Est 1 
et Est 2 (fig. 2). Le premier groupe Est 
I (pHi 4,5-7,0) montre des isoenzymes 
dont l'intensité de coloration varie 
énormément avec les cultivais exami­
nés. Dans ce groupe on note, d'après 
les enregistrements densitométriques, 
la présence de 2 à 6 bandes isoenzymes 
qui sont spécifiques de chacune de nos 
variétés. A l'instar des peroxydases, ce 
groupe d'isoestérases acides est effecti­
vement polymorphe et représentatif, 
permettant de distinguer clairement nos 
différentes variétés, contrairement au 
deuxième groupe d'isoestérases (pHi 
7,0-8.0), où l'on relève 2 à 3 bandes 

isoenzymes qui sont monomorphiques 
pour la plupart des cultivars examinés. 
Aussi, avons-nous établi, sur la base de 
ces variations, les profils d'isoestérases 
caractéristiques de nos variétés. 
STEGEMANN et LOESCHKE (1976) ont 
établi un répertoire de variétés de 
pomme de terre cultivées en Europe, 
sur la base des isoestérases et de pro­
téines extraites de tubercules. MARTI-
NEZ-ZAPATER et OLIVER (1986) ont 
trouvé, en se basant sur 7 bandes isoen­
zymes. 17 phénotypes d'estérases sur 
67 variétés de pomme de terre analy­
sées, après une électrophorèse à pH 
constant. Dans notre cas, les isoen­
zymes révélées à partir du matériel cul­
tivé in vitro sont identifiées en fonction 
des bandes isoélectriques (pHi). Les 
profils électrophorétiques des isoesté­
rases, bien différents de ceux qu'on ob­
tient avec le tissu de tubercules, se 
concentrent principalement dans 2 
zones (pHi 4.5-7.0 et pHi 7.0-8.0). Ils 
nous permettent effectivement d'obte­
nir autant de profils que de variétés 
examinées sur la base du polymorphis­
me généré par leur activité. Des résul­
tats comparables, obtenus sur gel à pH 
acide, ont été aussi rapportés par CHOI 
et al. (1991) pour un échantillon de 
26 cultivars de pomme de terre. 

Conclusions 

La technique de l'électrophorèse nous 
permet de distinguer les variétés de 
pomme de terre cultivées en Suisse, en 
nous basant sur le contenu en isoen­
zymes des deux systèmes peroxydases 
et esterases. Il semble bien, dans le cas 
présent, que ces deux systèmes isoen-
zymatiques soient suffisants, notam­
ment avec Ia technique d'isoélecirolo-
calisation, pour caractériser un petit 
nombre de cultivars; toutefois, la re-

>>>> 

Fig. 2. Profils et enregistrements densitométriques des isoestérases (IEF). 
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cherche d'autres systèmes enzymati-
ques représentatifs, en vue d'augmenter 
les possibilités de distinction entre les 
différents cultivars, s'avère indispensa­
ble lorsqu'on doit identifier un nombre 
important de variétés de pomme de 
terre. En outre, l'utilisation du matériel 
végétal cultivé in vitro, en l'occurrence 
du tissu foliaire, offre également une 
alternative avantageuse, permettant d'évi­
ter tous les effets perturbateurs liés à la 
présence éventuelle de pathogènes lors 
d'électrophorèse sur des tubercules. 
Certes, l'avantage d'une identification 
varietale 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 ici qu'une source limitée 
de marqueurs correspondant à l'expres­
sion des exons*. Par conséquent, d'au­
tres types de marqueurs tels que la 
RFLP (Restriction fragment Length 
Polymorphism) ou les RAPDs (Ran­
domly Amplified Polymorphic DNAs) 
qui permettent d'accéder effectivement 
au 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 l'objet d'un prochain 
article. 
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Zusammenfassung 
Beitrag der Elektrophorese zur 
Identifizierung schweizer Kartoffel­
sorten 

Durch electrophoretische Analyse von 
in vitro kultivierten schweizer Kartof­
feln durch Iso-electrofokalisierung 
(IEF) der Peroxydase- und Esterase­
systeme erzielt man charakteristische 
electrophoretische Profile, die für die 
Sortenidentifizierung nützlich sind. 

Contribution of electrophoresis to 
identify potato varieties cultivated 
in Switzerland 

Electrophoretic analysis of in vitro va­
rieties of potatoes cultivated in Switzer­
land, using isoelectric focusing (IEF) 
separations of Peroxydase and Esterase 
systems, permits to obtain characteris­
tic electrophoretic banding patterns 
useful for variety identification. 
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TRITICALE d'AUTOMNE 

Obtenteur 

Ascendance 
Inscription sur la liste officielle 
Représentant 

Tridel 
Station fédérale de recherches agronomiques de 
Changins, 
CH-1260 Nyon 
UT2229 / CT 138.77 
1994 
Fédération suisse des sélectionneurs 
case postale 16 
CH - 1567 Delley 

1. Caractères morphologiques 
Coloration des oreillettes: faible 
Pilosité du col de l'épi: moyenne 
Logueur du bec de glume : petit 
Pilosité de la face externe de la gume: nulle 
Couleur de l'épi à maturité : blanc 

2. Caractères agronomiques 
Rendement: élevé 
Résistance à la verse: bonne 
Précocité à l'épiaison: mi-précoce 
Poids de 1000 grains: moyen 
Hauteur des plantes: moyenne 
Rendement au triage: bon 

3. Caractères technologiques 
Poids à l'hectolitre : bon 
Teneur en protéine : moyenne 

4. Résistances 
Oïdium: 
Rouille jaune: 
Rouille brune: 
Piétin verse: 

très bonne 
bonne 
très bonne 
moyenne 

Tridel est un triticale d'automne de la Station fédérale de Changins. Comparé aux variétés Méridal et Brio, Tridel 
fournit un rendement élevé et une bonne résistance à la verse. De précocité moyenne, Tridel est court de paille 
(environ 110 cm). Son poids de 1000 grains ainsi que son poids à l'hectolitre sont assez semblables à ceux des 
témoins Dagro et Méridal. Tridel possède également un haut niveau de résistance aux maladies cryptogamiques. 

Rendement (28 essais de 1991 à 1993) 

Variétés 

Témoin (Brio/Méridal) 
Brio 
Méridal 
Dagro 
Tridel 

1991 

100,0 (= 75,5 q/ha) 
102,2 
97,8 

103,9 
109,1 

Rendement relatif 

1992 

100,0 (= 72,3 q/ha) 
102,1 
97,9 
99,6 

105.5 

1993 

100,0 (= 82,9 q/ha) 
101,8 
98,2 
98,8 

102.2 

1991 à 1993 

100,0 (= 76,7 q/ha) 
102,1 
97,9 M 

101,9 f 
106.8 I 

Caractères agronomiaues 

Variétés 

Brio 

Méridal 

Dagro 

Tridel 

Résistance 
à la verse 

note 
1,5 

1,2 

1,8 

1,2 

Hauteur 
des plantes 

cm 
118,4 

109,1 

129,1 

110,8 

Epiaison 

+/-jours 

0,4 

-0,4 

1,7 

0,9 

Rendement 
au triage 

% 
92,7 

87,1 

91,6 

93,6 

Poids de 
1000 grains 

g 
38,3 

42,4 

42,5 

42,3 

Poids à I' 
hectolitre 

kg 
69,8 

67,1 

68,5 

68,7 

Aspect 
du grain 

note 
4,2 

4,5 

4,6 

4,4 

Teneur en 
protéine 
NIR, % 

12,1 

11,7 

12,1 

11,7 

Résistance aux maladies 

Variétés 

Brio 

Méridal 

Dagro 

Tridel 

Résistances 1) 

état après hiver 

1,9 

2,0 

2,4 

2,0 

rouille jaune 

2,2 

2,0 

2,0 

1,7 

rouille brune 

1,2 

1,0 

1,2 

1,0 

Indice 2) 

septoriose 
feuille 

103,7 

86,1 

102,1 

102,5 

septoriose 
épis 

105,4 

91,3 

113,9 

100,6 

Etat 
sanitaire du 

feuillage 

3,9 

3,4 

4,2 

3,2 

1) Note : 1 = très bonne; 9 = très mauvaise 2) Indice = plus le chiffre est bas, plus la résistance est grande 



Adv. Hort. Sci., 8 (1994): 45-48 

Comparison of the easy-to-root Jork 9 and Cepiland and 
the diffîcult-to-root EMLA 9 and Lancep Malus M9 

rootstocks in vitro 

G.F. Collet, L. Nowbuth, CL. Le 
Station fédérale de recherches agronomiques de Changins,1260 Nyon, Switzerland. 

Abstract: We compared the initiation of rooting in various Malus rootstocks (easy/difficult-to-root). Rooting 
depended on the amount of IAA taken up (time by concentration). We tentatively identified the cells 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 et al, 1992). 

2. Material and Methods 

Plant material 
Malus M9 rootstocks from different groups (grp) with 

respect to their isozyme patterns (isoperoxidases and 
fcsoesterases) (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-root: EMLA9 
(East-Mailing)(grp 1): (UK) and Lancep (INRA) (grp 2): 
(LANC), 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) andVan der Krieken et 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 3 mM IAA 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/m2/s; at 23/ 
180C), with the first 3 days in the dark. 

Table 1 - Identified types-M9's rootstocks by isoperoxidases and isoesterases 
patterns. 7 groups can be proposed. Extraction, electrophoresis (IEF), 
revelation and activities by usual techniques (Menendez etal.,\966) 

Name 

KL29 5364 
KL29 
8912 856 
KL29 8750 
KL29 
8905.802 
EMLA 9 
EMLA 8904 
(516) 
EMLA9 
Buramer 
EMLA9 8912 
(553) 
Cl. 2 CTIFL 
Cl. 3 CTIFL 
LANCEP 
CEPILAND 
JORK9-NDL 
JORK9-Lisse 
JORK9 8537 
JORK9 8904 
Mac 9 
Budakowski 
57490 
B2234(B913) 
EMLA9 COST 
Golden 
delicious 

Abbreviation 

(KL) 5364 
(ICL) 856 

(KL) 8750 
(KL) 802 

UK (153) 
(EMLA9) 516 

Burgraer 

(EMLA9) 553 

Cl. 2 
Cl. 3 
LANC 
CEPI 
J 9 NL 
J 9 Li 
J-9 Rac (8537) 
J-9 Rac (8904) 
Mac 9 
Buda 

2234 (B913) 
COST 
Gold 

Country of 
Origin 

Belgium 
B 

B 
B 

England 
Switzerland 
(CH-RAC) 
Germany 

Switzerland 
(CH-RAC) 
France 
F 
France 
F 
Germany 
D 
D 
D 
USA 
Poland 

Belgium 
Belgium 
USA 

Source 

Gembloux 
" 

" 
" 

East-Mailing 
RAC 

RAC 

RAC 

11 

" 
CTIFL 
CTIFL 
COWT 
COWT 
RAC 
RAC 
Sud Meristem 
RAC 

Gembloux 
Gembloux 
RAC 

Groups 

1 
1 

1 
1 

1 
1 

1 

1 

1 
1 
2(?) 
2(?) 
3 
3 
3 
3 
4 
5 

6 
7 
7 

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

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 Historesin™/ethanol, 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 
Eukitt 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 various 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 et 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-

J 9 UK 

0.3mM 

J 9 UK 
1mM 

J 9 UK Dist. 

3mM [IAA] 

Fig. 1 - Different sensitivities to IAA treatment (0,3; 1 and 3 mM) for Easy-
to-root: Jork 9 (J9) and Difficult-to-root: EMLA 9 (UK). No significant 
difference (5%) between all J9's treatments, except for 3 mM/Dist. 
Prox. = proximal; Med. = median; Dist. = distal (closest to apex). 

» J 9 JmM/IOmln 

û UK 3mM/10mln 

• J 9 3mM/20mtn 

O UK 3mM/20mln 

* J 9 1mM/20mln 

• J 9 I m U / 1 OmIn 

D UK lmM/10mln 

# J 9 0.3mM/40mln 

k J S 0.3mM/10mln 

t. UK 0.3mM/10mln 

Number of days 

Fig. 2 - Rooting of Easy-to-root Jork 9 (J9) and Difficult-to-root EMLA 9 (UK) 
at different IAA concentrations: 0,3; 1 or 3 mM; and duration of 
treatment: 10, 20 or 40 min. 

tion is 3 mM IAA 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 IAA 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 IAA and by callus formation. 
We also noted a tendency to increase the number of roots/ 
expiant (slice) by increasing IAA concentration, particu­
larly for EMLA 9 (Table 2). 

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

[IAA] Cultivars 1 root 2 - 4 root > = 5 roots 

0,3 mM 

1,OmM 

3,OmM 

Jork 9 
EMLA 9 
Jork 9 
EMLA 9 
Jork 9 
EMLA 9 

16% 
0% 

14% 
5% 

15% 
10% 

29% 
0% 

35% 
1% 

32% 
21% 

10% 
0% 

11% 
0% 

19% 
21% 

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 EMLA9 and Lancep devel­
oped only a few roots from all the slices (Lancep). 

Table 3 shows differences in rooting between cultivars. 
No clear 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 medium) can not be explained 
by a possible polarity of the expiant 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 whe.^fc 
slices are completely immersed in the liquid medium ancr 
added to the substrate 24 hr after treatment. 

Table 3 - Distribution of roots, after IAA treatment at lmM/20 min, for M9-
types cultivars (Jork 9; EMLA 9; Cepiland; Lancep). d: days. 
Percentage: means of rooting's percentage, 2 repetitions; number of 
slices/treatment: 60-120. SE: standard error 

Cultivars 

Jork 9 
SE 
EMLA 9 
SE 
Cepiland 
SE 
Lancep 
SE 

Percentage 

Vertical (Face against 
surface of medium) 

/1Od /14 d /21 d 

17 
1 

13 
0.4 
18 
2 
2 
2 

43 
9 
26 
3 

23 
1 
6 
6 

60 
0.4 
27 
5 
33 
2 
8 
7 

of rooting 

Horizontal (Faces 
perpendicular to surface) 

/1Od /14 d /21 d 

58 
4 
31 
4 
39 
9 
7 
7 

77 
19 
47 
8 

55 
14 
21 
5 

88 
16 
56 
6 
67 
9 
30 
8 

Distribution of 
roots upon 
face's slice 

1 face 2 faces 

155/180 11/180 

79/180 23/180 

77/180 24/150 

47/180 3/180 
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Fig. 3 - Photo 1 : Root development showing positive geotropism from the upper face. Photo 2: Expiant slice (cv. Lancep) induced with IAA 1 mM-20 min, and 
set on the medium with the vascular twig parallel to its surface. After 20 days roots emerge from both faces of the slice. Bar = 1 mm. Photo 3: Transverse 
section (cv. Cepiland) showing initiation of meristemoid (M - >) (Primordium), 7 days after treatment (IAA ImM, 20 min). The primordium starts from 
cambial zone between vascular groups. Bar = 0,1 mm. Photo 4: Transverse section (cv. Lancep) showing enlarged cambial region without meristemoid 
development, 9 days after auxin treatment (IAA ImM, 20 min). Bar = 0,1 mm. Photo 5: Emergence of root through face's slice (cv. Lancep), originated 
from vascular tissue. X = xylem; P = phloem; C = cambium. Bar = 0,1 mm. Photo 6: Expiant slice (cv. lancep showing, beside already well developed 
roots after 35 days of culture, initiation of new primordia (M). Bar = 0,1 mm. 
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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 perieycle 
cells are 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 IAA). However, auxin metabolism must be 
considered in relation with the development of the expiant. 

4. Conclusion 

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. 

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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Effet du thiosulfate d'argent sur la croissance 
de la pomme de terre cultivée in vitro 
CL LE1, Station fédérale de recherches en production végétale de Changins, CH-1260 Nyon 

Résumé 
Dans ce travail, nous examinons 
l'effet du thiosulfate d'argent sur 
la croissance des miniplantes de 
pomme de terre cultivées in vitro. 
On y relève que le thiosulfate 
d'argent, en qualité d'agent inhi­
biteur de !'ethylene, permet la 
croissance des plantes à fort 
développement, facteur indispen­
sable sur le plan pratique pour la 
micropropagation. 

Introduction 
Dans la pratique de la culture in vitro, 
les récipients de culture sont souvent 
fermés par un simple capuchonnage ou 

! par un scellage supplémentaire à l'aide 
d'une bande plastique (parafilm) qu'on 
applique par-dessus le couvercle, afin 
d'éviter le dessèchement du milieu nu­
tritif et les contaminations qui sont pro­
voquées par la présence de microor­
ganismes dans l'environnement immé­
diat. Cette pratique présente dans bien 
des cas, selon la nature et le type de 
fermeture utilisés, des difficultés im­
portantes quant au contrôle précis de 
l'échange gazeux entre le récipient de 
culture et le milieu environnant (MADEC 
et ai, 1979); dans le cas d'une ferme­
ture trop étanche, une forte accumula­
tion d'éthylène, substance inhibitrice, 
peut se produire en compromettant sé­
rieusement la croissance des tissus vé­
gétaux (GEORGE et SHERRINGTON, 
1984). 

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

Il en résulte ainsi des perturbations af­
fectant la croissance des tissus ou des 
organes en cours de culture, et, dans des 
cas plus graves, pouvant conduire à des 
modifications profondes de la morpho­
logie de la plante elle-même (fig. I). 
L'utilisation des inhibiteurs d'éthylène 
tels que le sulfate d'hydroxyquinoléine 
(PARUPS, 1975), les solutions de per­
manganate (HUSSEY et STACEY, 1984) 
ou de nitrate d'argent (BEYER, 1976) a 
notamment permis de réduire l'effet 
toxique de celui-ci en culture in vitro. 
Concernant l'inhibition de !'ethylene 
par les ions d'argent (Ag+), CAMERON 
et REID (1981) ont montré que l'apport 

des ions Ag+ sous forme de thiosulfate 
(Ag2S2O3) est bénéfique et moins toxi­
que que le nitrate d'argent. De même, 
PERL et al. (1988) ont aussi signalé 
cette action inhibitrice du thiosulfate 
d'argent sur la réduction du taux 
d'éthylène produit durant le développe­
ment in vitro de la pomme de terre. 
Nous rapportons ici les premiers résul­
tats concernant l'effet du thiosulfate 
d'argent sur la capacité de développe­
ment des miniboutures de pomme de 
terre cultivées in vitro, cela dans le but 
d'améliorer, sur le plan pratique, la qua­
lité de notre matériel de base permet­
tant sa diffusion à large échelle. 

Fig. 1. Miniplantes de pomme de terre (cv. Matilda) développées en milieu confiné 
(à gauche) et aéré (à droite). 
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Techniques 
expérimentales 

Matériel végétal 

Le matériel végétal utilisé dans notre 
css.H est eonstitué de miniplantes de 
pomme de terre (cv. Charlotte et Matil­
da) Cultivées in vitro, selon la techni­
que décrite auparavant (LE, 1991 ). 

Milieux de culture 
Les explants (ou miniboutures) prélevés 
sur la miniplante, sont cultivés dans 
des tubes en verre de 125 x 25 mm. re­
cevant chacun 12 ml de milieu de base 
composé de sels minéraux CMS (COL-
i i i . 1985). A ce milieu sont ajoutés 
2'i île saccharose et diverses concen­
trations de thiosulfate d'argent, prépa­
rées selon les indications de PERL et al. 
(1988). Le pH des milieux nutritifs est 
ajusté à 5,7-5.8 avec du NaOH (O.IN). 
I es milieux sont ensuite solidifiés avec 
0,7% d'Agar (Difco Bacto-Agar) et 
autoclaves à 121 0C ( U kg/cm2 de 
pression) pendant 15 minutes. 

Conditions de culture 
Les tubes de culture fermés avec des 
capuchons en polypropylene (Bellco®) 
sont placés dans un environnement où 
ils sont soumis à une photopériode de 
16 heures par cycle de 24 heures. 
L'éclairement. dont l'intensité lumi­
neuse est de KM) umol/m:/s au niveau 
des cultures, est fourni par des tubes 
fluorescents (Sylvania®-GTE. 215 W, 
Cool White). La température est main­
tenue à 18 0C ± I le jour et à 16 0C ± 1 
la nuit. L'humidité relative BSl de 55 

dans la chambre de culture. 
L'évaluation de l'effet du thiosulfate 
d'argent sur le développement des 
plantes de pomme de terre in vitro est 
réalisée sur la base de 20 expiants par 
traitement. 
L'expérience a été répétée au moins 
deux t'ois. 

Résultats et discussion 

Dans nos essais préliminaires, diverses 
concentrations de thiosulfate d'argent 
ont été examinees afin de determiner 
leur seuil de plntoioxicité sur nos cul­
tures. De ces résultats, il a été observé 
que 10 uM s'avère être la meilleure 
concentration permettant d'obtenir une 
bonne croissance pour l'ensemble des 
plantes. Aussi avons-nous choisi de 
poursuivre les essais avec cette même 
teneur de thiosulfate d'argent. 

Tableau 1. Croissance des miniplantes de pomme de terre après 4 semaines de 
culture in vitro avec (A) et sans (S) apport de thiosulfate d'argent. 

Variétés 

Charlotte ' 

Matilda1 

Traitements 

A 

S 

A 

S 

Longueur 
(cm) 

7.86« 
±0,13 

6,640 
±0.42 

7,08* 
±0,25 

3,90" 
±0,24 

Nombre 
nœuds 
totaux 

5,33« 
±0,15 

4.62" 
±0,12 

5,65* 
±0,11 

4,75" 
±0,16 

Nombre 
nœuds 

utilisables 

3,61a 

±0,11 

2,75" 
±0.14 

3,25a 

±0,10 

1.440 
±0,15 

Surlace 
foliaire 
(cm*) 

1.60* 
±0,06 

1,17" 
±0,07 

1,75a 

±0,05 

0,93" 
±0,05 

Poids frais 
(mg) 

184,53" 
±4,01 

167.9" 
±7,01 

173.34« 
±9.61 

125,00" 
±5.36 

1 Les valeurs (moyenne ± erreur standard) suivies d'une même lettre ne sont pas significativement différentes au 
seuil de 5% selon le test de DUNCAN. 

L'examen des résultats présentés dans 
le tableau 1 montre que l'adjonction du 
thiosulfate d'argent au milieu nutritif a 
un effet favorable sur la croissance des 
miniboutures de pomme de terre (cv. 
Charlotte et Matilda) cultivées in vitro 
(fig. 2). En effet, on note une différen­
ce significative au cours de la phase de 
croissance en considérant les divers pa­
ramètres portant sur le développement 
des miniboutures cultivées en présence 
de thiosulfate d'argent. 
Aussi, le maintien des miniboutures en 
présence de l'agent inhibiteur d'éthv lè­
ne permet d'obtenir avec la variété 
Charlotte des plantes ayant un meilleur 
développement que celles dont le mi­
lieu nutritif est dépourvu de thiosulfate 
d'argent. Cette différence de croissance 
se montre encore plus marquante avec 

Fig. 2. Miniplantes de pomme de terre (cv. 
Mathilda) cultivées avec (à gauche) et sans 
(à droite) thiosulfate d'argent 

la variété Matilda. On relève en effet 
une augmentation de 45% de la taille 
moyenne des miniplantes lorsqu'elles 
sont cultivées sur milieu enrichi d'inhi­
biteur d'éthylène, en comparaison avec 
celles qui ne reçoivent pas de thiosulfa­
te d'argent. Cette observation est en ac­
cord avec les résultats de PERL et al. 
(1988) qui ont fait mention de l'effet 
bénéfique du thiosulfate d'argent sur la 
croissance in vitro de la variété de 
pomme de terre Bintje. 
Des différences importantes ont été 
également observées quant au nombre 
de nœuds utilisables par rapport à l'en­
semble des nouveaux bourgeons axil­
läres produits en cours de croissance. 
En présence de thiosulfate d'argent, la 
moyenne des nœuds utilisables obtenus 
avec la variété Charlotte est de 3.61 
chez les plantes traitées, alors qu'elle 
est de 2,75 chez la variante témoin. 
De même, avec la variété Matilda, on 
constate une nette supériorité du nom­
bre de bourgeons utilisables produits 
par les miniplantes auxquelles l'inhibi­
teur de !'ethylene est mis à disposition. 
cela en comparaison avec des plantes 
témoins. Dans nos conditions d'expéri­
mentation. la diminution du nombre de 
nœuds utilisables observée sur les mi­
niplantes ne recevant pas d'agent inhi­
biteur pourrait être expliquée par un 
mauvais développement des entre­
nœuds dû à l'excès d'éthylène dans 
ratmosphère de culture. Des observa­
tions similaires ont été également si­
gnalées par MADEC et al. (1979). Ces 
auteurs ont constaté que Y absence 
d'échanges gazeux entre le récipient de 
culture et l'environnement extérieur 
pouvait conduire à la fonnation in vitro 
de plantes de pomme de terre d'aspect 
anormal et de faible vigueur. 
I estimation de la surface foliaire de la 
troisième feuille comptée depuis l'apex 
a aussi montré une augmentation im­
portante de l'appareil végétatif- indis-
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pensable à la photosynthèse - chez les 
plantes cultivées avec du thiosultate 
d'argent. Chez la variété Charlotte, une 
augmentation de 27% de surface foliai­
re peut être constatée en comparant la 
variante traitée avec l'inhibiteur de 
!'ethylene à celle des témoins. Chez la 
variété Matilda, l'écart des surfaces fo­
liaires obtenu au cours de cet essai est 
encore plus grand (47%). Ce même 
phénomène a été aussi observé par 
PERL et al. (1988), qui ont effective­
ment fait état de l'augmentation de la 
taille des limbes foliaires avec la varié­
té Bintje cultivée en présence de thio­
sultate d'argent. 

En accord avec les constatations de 
CHANG et CHAN ( 1991 ), nous avons ob­
servé une augmentation de la masse de 
matière fraîche produite par les plantes 
en cours de culture. On note pour la va­
riété Charlotte que le poids frais moyen 
des miniplantes traitées au thiosultate 
d'argent est de 184 mg/plante et celui 
des plantes témoins de 168 mg/plante. 
Cette différence se révèle beaucoup 
plus importante avec la variété Matil­
da. L'écart de poids frais moyen obtenu 
entre les plantes traitées au thiosulfate 
d'argent et celles du témoin s'élève à 
près de 30%. Toutefois, la différence 
de poids observée dans nos conditions 
d'expérimentation est incomparable à 
celle qui est signalée par CHANG et 
CHAN (1991) pour la variété de pomme 
de terre ADH69: ces auteurs ont effec­
tivement estimé que le poids moyen 
des plantes cultivées en présence de 
thiosulfate d'argent est six fois supé­
rieur à celui des plantes témoins. Ce ré­
sultat surprenant pourrait être dû à la 
sensibilité varietale et aux conditions 
de culture pratiquées par ces auteurs. 

Conclusions 
Les premiers résultats obtenus au cours 
de cette étude montrent que le thiosul­
fate d'argent, en intervenant comme in­
hibiteur de !'ethylene, peut contribuer à 
améliorer la qualité des miniboutures 
de pomme de terre cultivées in vitro. 
Sur le plan pratique, l'effet bénéfique 
du thiosulfate d'argent peut se traduire 
par l'expression optimale de l'appareil 
végétatif, vigoureux, constitué de feuil­
les bien développées et de nombreux 
bourgeons utilisables, conditions im­
portantes pour la production de plantes 
à fort développement, indispensable 
pour réussir les opérations de reproduc­
tion massaie et/ou de tubérisation à 
large échelle. 
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Summary 
The effect of silver thiosulfate on 
the growth of potato cultivated in 
vitro 

In this study, the elìcci oi silver thio­
sulfate on the growth of in varo potato 
miniplantlets was examined. As Inhibi­
tor of clln lene, the silver thiosultate al­
lows the growth ni plants bavin] 
status of development. These are ac­
cessary for the large scale micro] 
gatton. 

Zusammenfassung 
Der Einfluss von Silberthiosulfat 
auf den Wachstum von in vitro kul­
tivierten Kartoffelpflänzchen 

In diesem Artikel wird der Einfluss von 
SilberthioMiliai auf den Wachstum von 
in vitro kultivierten Minikartoffel-
pflänzcnen. Silberthiosulfat ermöglicht, 
aU Amyleuiiihibitionsmittel, Wachstum 
von stark entwickelten Pflanzen, die 
für die Micro Vcniiehmiiii erforderlich 
sind. 

Le compost et les boues d'épuration en agriculture: 
aussi en français! 

Le classeur édité au mois d'août dernier par la Station fédérale de recherches en chimie agricole et sur l'hygiène 
de l'environnement (FAC) à Liebefeld, contenant toutes les instructions et recommandations dans le domaine des 
engrais à base de déchets est maintenant aussi disponible en français. Pour mémoire, le classeur contient 
des instructions indispensables destinées aux preneurs de boues et de compost (agriculteurs, paysagistes), aux 
exploitants d'installations de compostage et de stations d'épuration, aux laboratoires d'analyse, aux vulgarisa­
teurs et aux autorités cantonales. 

Le classeur ainsi que les documents qui le composent pris séparément peuvent être commandés dès à présent 
par écrit auprès de l'Office central fédéral des imprimés et du matériel (OCFIM), 3000 Berne. Les Services 
cantonaux pour la protection des eaux et de l'environnement sont en mesure de donner de plus amples 
renseignements. 

Pour de plus amples informations, s'adresser à: 
Toni Candinas (031/323 83 81) et Thomas Küpper (031/323 83 21), Station fédérale de recherches en chimie 
agricole et sur l'hygiène de l'environnement (FAC). 3097 Liebefeld-Berne. 
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ORGE d'AUTOMNE 

Astrid 
Obtenteur 

Ascendance 
Inscription sur la liste officielle 
Représentant 

1. Caractères morphologiques 

Epi : 2 rangs 
glume: égale au grain 

Grain : grain nu: beige 
pilosité de la baguette: longue 

Autres caractères : coloration des nervures 
du grain: faible 

3. Caractères technologiques 

Poids à l'hectolitre : 
Teneur en protéine: 
Teneur en cellulose: 

bon 
moyenne à bonne 
basse à moyenne 

Bayer. Pflanzenzuchtgeselltschaft, Elisabethenstrasse 3, D-8000 
München 40 
Weihst. St. 8264 / Weihst. St. 5907 
1995 
Delley Semences et Plantes 
case postale 16 
CH - 1567 Delley 

2. Caractères agronomiques 

Rendement: 
Résistance à la verse: 
Précocité à l'épiaison: 
Poids de 1000 grains: 
Hauteur des plantes: 
Rendement au triage: 

4. Résistances 

Oïdium: 
Rhynchosporiose: 
Helminthosporiose: 
Rouille naine: 

moyen à bon 
bon 
précoce 
bon à très bon 
moyenne 
bon 

moyenne 
moyenne à bonne 
moyenne à bonne 
moyenne 

: Astrid est une variété d'orge d'automne à 2 rangs. Son rendement est moyen mais sa résistance à la verse est bonne. 
La bonne formation de son grain lui garantit un bon poids à l'hectolitre et un très bon poids de 1000 grains. Sa 

[ résistance aux maladies cryptogamiques situe Astrid dans la moyenne des variétés de notre^aMOrtiment. _ _ 

Rendement (20 essais 

Variétés 

Triton 
Express 
Manitou 
Planta 
Fakir 
Baraka' 
Astrid1 

de 1992 à 1994) 

1992 

100,0 (=65,7 q/ha) 
101,5 
118,0 
106,2 
113,5 
98,2 

Rendement relatif 

1993 

100,0 (= 65,8 q/ha) 
106,9 
109,9 
111,1 
110,1 
101,0 
K»7|5 

1994 

100,0 (=58,7 q/ha) 
105,8 
104,7 
103,0 
101,2 
93,5 
95,5 

1992 à 1994 

100,0(= 64,0q/ha) 
104,7 
111,6 
107,5 
109,3 
98,2 

104,5 

Caractères agronomiques 

Variétés 

Triton 
Express 
Manitou 

Planta 
Fakir 
Baraka' 

Astrid1 

Résistance 
à la verse 

note 

3,5 
2,3 
3,6 
2,8 

3,1 
1,7 

Hauteur 
des plantes 

cm 

111,7 
99,6 
98,0 

104,3 
99,8 
93,1 

Epiaison 

+/-jours 

0,0 

-0,2 
-2,0 

-1,3 
-2,7 
-3,0 

Rendement 
au triage 

% 

89,4 
89,2 
87,7 
91,4 

90,6 
96,0 

96.2 

Poids de 
1000 grains 

g 
43,3 
43,8 
46,5 
40,7 
40,3 
49,4 

52,3 

Poids à T 
hectolitre 

kg 
63,7 
63,4 
65,0 

64,6 
66,3 
67,9 

_ _ _ _ _ _ _ 

Aspect 
du grain 

note 

4,4 
4,4 
4,3 
4,7 
4,6 
3,2 

' "2,9 

Teneur en 
protéine 
NIR, % 

10,2 
10,3 
10,4 

10,5 
10,2 
11,2 

Cellulose^ 
brute ™ 

g/kg MS2 

53 
51 
53 
42 
48 
46 

"38 " 

Résistance aux maladies 

Variétés 

Triton 
Express 
Manitou 
Planta 
Fakir 
Baraka' 

Astrid1 

Résistances 

oïdium 
plein champ 

5,9 
2,9 
2,4 
2,1 
2,5 
2,5 

.•, 3,3 '„...,: 

rouille 
brune 

3,0 
2,0 
3,0 
3,0 
5,0 
3,0 
2,0 

helmin­
thosporiose 

4,3 
3,1 
3,0 
3,1 
3,8 
3,1 

2,9 

rhyncho­
sporiose 

3,3 
3,0 
2,9 
2,9 
3,5 
4,2 

3,1 

Etat après 
l'hiver 

2,3 
2,7 
2,4 
3,0 
2,2 
3,0 

. . 2 , 4 •„• 

Etat 
sanitaire du 

feuillage 

6,8 
4,2 
4,7 
4,2 
5.8 
5,0 

• - . : 4 , 2 . . - . •.. 

Note : 1 = très bonne; 9 = très mauvaise variétés à 2 rangs = résultats de 1993 
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Régénération in vitro de la pomme de terre cultivée 
(Solanum tuberosum L.) 
C. L. LE, L. NOWBUTH, S. HEDlGER et G. F. COLLET 
Station fédérale de recherches en production végétale de Changins, CH-1260 Nyon 

Résumé 
Des plantes de pomme de terre cultivée (cvs. Bintje et Charlotte) sont ré­
générées in vitro à partir de disques de tubercules. La formation de 
bourgeons adventifs sur ces disques est fortement influencée par l'ori­
gine, la 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 phloème, qui 
s'organise pour donner naissance aux bourgeons adventifs. Les risques 
d'obtenir des variations sur les plantes régénérées semblent être liés à 
l'utilisation d'expiants de la région corticale qui donnent naissance à un 
cal précédant la formation de bourgeons adventifs. Ces variations, déce­
lables sur le plan biochimique (isoenzymes) lors de modifications gros­
sières, affectent la morphologie de la plante, la structure du feuillage et le 
comportement du tubercule au champ. 

Introduction 

f i biotechnologie végétale, il existe 
usieurs techniques de régénération, 

parmi lesquelles certaines peuvent in­
duire des modifications plus ou moins 
importantes de la morphologie des plan­
tes régénérées. Ce phénomène est déjà 
connu depuis longtemps sous le nom 
de variations somaclonales (LARKIN et 
SCOWCROFT, 1981). Celles-ci pourraient 
être la conséquence du processus de 
régénération (PHILIPS et ai, 1990) et 
l'effet du conditionnement de la culture 
de tissus en milieu artificiel (KARP et 
BRIGHT, 1985; KARP, 1991). D'un côté, 
ces variations sont perçues comme une 
source de variabilité intéressante pour 
les producteurs désirant améliorer la 
qualité des plantes (EVANS et SHARP, 
1986; SHORT, 1990), notamment pour 
les espèces dont la multiplication s'ef­
fectue par voie végétative (KHALID 
et al, 1989); mais ces variations repré­
sentent également une difficulté ma­

jeure lorsqu'on doit régénérer des plan­
tes dites conformes, en vue des tra­
vaux de transformation en génie géné­
tique (BROWN, 1991). 
Dans le domaine de la régénération de 
la pomme de terre, de nombreux tra­
vaux ont été réalisés avec la culture de 
cals (WANG et HUANG, 1975; AHLOO-
WALIA, 1982), de protoplastes (SHEPARD 
et TOTTEN, 1977; BOKELMANN et 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 et al, 
1980). 
L'incidence du mode de régénération 
sur les performances agricoles a été 
également examinée par RIETVELD et al. 
(1991) et DALE et Mc PARTLAN (1992). 
L'objet de cette étude est de déterminer 
l'existence des risques de modifica­
tions lors de la régénération de novo de 
plantes de pomme de terre in vitro et 
l'influence de celles-ci sur le plan 
agronomique. 

Le travail présenté ici a été réalisé dans 
le cadre des actions COST 87 et COST 822 
visant à promouvoir l'utilisation des 
nouvelles biotechnologies dans la pra­
tique agricole. 

• Facteurs influençant 
la régénération 
de la pomme de terre 

Les tubercules de pomme de terre (cv. Bintje 
et Charlotte), utilisés dans nos essais sont 
récoltés au champ et leur dormance est 
levée après un séjour en chambre froide 
(environ +4 0C). 
Ces tubercules sont désinfectés, après un 
rinçage à l'eau courante, par un triple trem­
page, d'abord dans une solution d'hypo-
chlorite de sodium à 1 % pendant vingt mi­
nutes. Puis, après un bref rinçage à l'eau 
stérile, ils sont transférés dans une solution 
de Kohrsolin® (Glutaraldéhyde, N, N'-bis-
(hydroxyméthyle) Urée (Bode & Co., Ham­
burg) à 3%, pendant dix minutes, suivie 
d'un dernier trempage durant dix minutes 
dans une solution de Benlate® à 1%. En­
suite, ils sont lavés abondamment à l'eau 
stérile et sont découpés transversalement en 
fines tranches de 2 à 3 mm d'épaisseur, 
montrant distinctement les trois différentes 
parties du tubercule: zone périphérique cor­
tex), zone vascularisée (cambium) et zone 
centrale (moelle) selon la description de 
REEVEe? al. (1969). 
A l'aide d'un emporte-pièce stérile, on pré­
lève sur ces tranches des explants d'une 
taille de 3, 6 ou 16 mm environ situés sur 
l'une des trois parties constitutives. 
Les explants ainsi préparés sont placés dans 
des boîtes de Pétri contenant 15 ml de mi­
lieu de régénération, à raison de 5 à 6 ex­
plants par boîte. Les boîtes sont ensuite 
scellées avec du Parafilm®, afin d'éviter un 
éventuel dessèchement du milieu nutritif en 
cours de culture. 
Le milieu 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/1 de thiamine, 0,5 mg/1 de pyrido-
xine, 0,5 mg/1 d'acide nicotinique, 100 mg/1 
de myo-inositol, 30 g/1 de saccharose, 
0,15 mg/1 d'acide ß-indolylacetique (AIA), 
3,5 mg/1 de zéatine (Z) et 0,7% d'agar 
(Difco, Bacto-Agar). Le pH est ajusté à 5,7 
avec du NaOH à 0,1 N avant l'autoclavage 
à 121 0C (1,1 kg/cm2 de pression) pendant 
quinze minutes. 
Les culture^ sont maintenues dans une 
chambre de croissance à la température de 
23±1 0C de jour et de 18±1 0C de nuit, et 
sont éclairées selon une photopériode de 
seize heures par cycle de vingt-quatre 
heures. L'éclairement, dont l'intensité est 
d'environ I50u.mol/m2/s au niveau des cul­
tures, est fourni par des tubes fluorescents 
(Sylvania, Cool White, 215 W). L'humidité 
relative est de 55-60% dans l'environne­
ment de culture. 

Influence 
de l'origine de l'expiant 
Le tableau 1 montre que de nombreux 
bourgeons adventifs ont été obtenus sur 
des explants prélevés dans les deux zo­
nes périphérique et vascularisée après 
quatre semaines de culture. On note un 
fort développement de jeunes pousses 
feuillées, ayant tendance à la ramifi­
cation rapide d'axes latéraux, en par­
ticulier avec les explants d'origine 
cambiale. 
En revanche, le tissu de la moelle s'est 
révélé peu propice à la régénération 
(8%). Nous confirmons ainsi les obser­
vations faites par JARRET et al. (1980), 
qui enregistrent 6 à 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 
(80%) et du tissu vascularisé (90%) 
peut être due à la présence de tissu 
cambial dans les explants corticaux de 
6 mm de diamètre. Pour clarifier les 
choses, nous les réduisons à 3 mm 
(tabi. 2). Dans ces conditions, on cons­
tate que, s'il n'y a pas de différence si­
gnificative quant à 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 rôle 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 % 

Bintje 

3V 

38% 

3C 

35% 

Charlotte 

3V 

20% 

3C 

22% 

avons-nous choisi de comparer trois 
grandeurs d'expiants: 3, 6 et 16 mm de 
diamètre, en choisissant le tissu vascu­
lare qui donne, d'après nos résultats 
précédents, la meilleure réponse mor­
phogénétique. 

Influence 
de la taille des explants 
La figure 1 montre le rôle joué par la 
taille initiale des explants dans la for­
mation des bourgeons à partir de dis­
ques de tubercule de pomme de terre. 
Les explants de grande taille (16 mm), 
malgré leur apparence organogène sti-
mulatrice, pourvus de nombreuses pro­
tubérances développées à la face supé­
rieure, n'ont permis d'obtenir qu'un fai­
ble pourcentage de régénération (30%). 
De même, ceux dont la taille n'excède 
pas 3 mm se révèlent également peu 
capables de former de nouveaux pri­
mordio (38%). L'absence de formation 
de bourgeons adventifs sur les explants 
de grande taille s'accompagne le plus 
souvent d'un fort développement de 
tissu callogène (massifs de tissus non 
organisés). En revanche, les explants 

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

de 6 mm de diamètre ont montré un po­
tentiel beaucoup plus important (95%) 
pour une même durée de culture. 
Ce taux élevé de régénération observé 
avec les explants de 6 mm de diamètre 
provenant de la variété Bintje confirme 
les résultats obtenus par JARRET et al. 
(1980) avec le cultivar Superior. 

Influence du génotype 
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 à 
au moins un bourgeon adventif passe 
de 90% pour la variété Bintje, avec en 
moyenne 4,65 nouvelles pousses utili­
sables, à 50% pour la variété Charlotte, 
produisant en moyenne 1,60 pousses 
(décompte effectué à partir de 177 e | 
plants expérimentés). En outre, 
temps nécessaire à la formation de 
nouvelles pousses est de quatre semai­
nes chez Bintje et de 5 à 6 semaines 
chez Charlotte. 
Par ailleurs, la stabilité génétique du 
matériel végétal utilisé semble égale­
ment influer de manière importante sur 
le potentiel de régénération des culti­
vars expérimentés. 
Les résultats présentés dans le tableau 3 
montrent effectivement que, sur cinq 
tubercules pris séparément comme 
source d'expiant, le cultivar Bintje a 
permis de régénérer beaucoup plus ré­
gulièrement des bourgeons adventifs, 
avec un taux de régénération supérieur 
à 95%, que la variété Charlotte, dont 
le pourcentage de bourgeons adventifs 
néoformés est nettement inférieur. Si­
gnalons enfin qu'il existe une g rand^ 
variabilité dans la capacité de régén^P 
ration entre les différents tubercules 
(7,5% à 34%), pour l'ensemble des ex­
plants cultivés. 
La diminution de la capacité de régéné­
ration observée chez la variété Charlotte 
pourrait être due au génotype cultivé 
(BRAGDO-AAS, 1977) ou à l'évolution 
différente de la teneur en phytohormo-
nes endogènes (JARRET et al, 1980). 

Tableau 1. Apparition de bourgeons adventifs selon la localisation de l'expiant sur 
le tubercule de pomme de terre (cv. Bintje), en culture in vitro. 

Explants 

Cortex 

Cambium 

Moelle 

Nombre d'expiants 
en culture 

114 

176 

60 

Régénération 
(%)• 

80 

90 

8 

Nombre de bourgeons 
utilisables/explant 

4,01 ± 0,46 

4,65 ± 0,48 

0,80 ± 0,44 

Durée nécessaire 
à l'apparition des bourgeons 

4-5 semaines 

4 semaines 

5-6 semaines 

Tableau 3. Nombre d'expiants régéné­
rés à partir de 120 disques de 6 mm 
de la zone vascularisée (cv. Bintje et 
Charlotte). 

»Pourcentage d'expiants produisant au moins un bourgeon adventif. 

Cultivars 

Bintje 

Charlotte 

Nombre de tubercules 

1 

120 

9 

2 

110 

23 

3 

119 

14 

4 

118 

19 

5 

120 

41 
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• Examen histologique 
Afin de pouvoir localiser rapidement, 
au niveau cellulaire, les premières ma­
nifestations susceptibles d'apporter une 
explication à 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). Après plusieurs lava­
ges dans l'eau déionisée et une déshydrata­
tion graduelle, les échantillons sont soumis 
à une légère infiltration dans un mélange 
composé de 50% d'Historesin® et de 50% 
d'éthanol, et sont alors coulés dans 100% 

éHistoresin®, selon les indications de la 
me Reichert-Jung (Heidelberg). Ils sont 

ensuite découpés au microtome à une épais­
seur de lum, colorés d'abord par la réac­
tion de 1*acide périodique avec le réactif de 
Schiff (PAS), et contre-colorés au bleu de 
méthylène ou de toluidine. Les coupes ainsi 
préparées sont enfin montées dans l'Eukitt® 
et 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, après 
quarante-huit heures de culture, les tis­
sus périvasculaires entrent en division 
active (fig. 2). 
De même, la structure du périderme se 
met progressivement en place, notam­
ment dans la partie périphérique de 
l'expiant (fig. 3). 
Dès 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 
à des nodules (méristémoïdes) après 
une vingtaine de jours de culture. Plus 
tard (35 jours), ils évolueront en pri­
mordio caulinaires émergeant de l'ex­
piant (fig. 4). 
Des observations similaires ont été 
également rapportée par JARRET et al. 
(1980) sur des explants de tubercule de 
la variété de pomme de terre Superior. 
La capacité de former des méristémoï­
des s'est exprimée seulement au bout de 
trente-cinq jours, même si les bourgeons 
adventifs ne sont visibles qu'après qua­

rante-deux jours de culture. Le retard 
dans le développement de primordio 
caulinaires semble être dû à 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 l'expiant, et de manière 
asynchrone. Dès lors, des pousses feuil-
lées à divers stades de développement 
apparaissent sur un même explant. 
La formation de primordio caulinaires 
est fortement retardée chez la variété 
Charlotte au cours du processus de dif­
férenciation, à la suite d'une proliféra­
tion de tissu callogène (nodules) précé­
dant la mise en place des cellules orga-
nogènes responsables des foyers méris­
tématiques (fig. 5). 

On relève également que les primordio 
caulinaires ne peuvent être initiés de 
novo que sur des tissus vasculaires, en 
particulier le phloème; cela demeure 
valable aussi bien pour la variété Bintje 
que pour la Charlotte. Toutefois, la 
mise en place des primordio caulinaires 
a fait appel à 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 (—» = îlots de vascularisation). 
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Fig. 3. Coupe transversale d'un explant de tubercule (cv. Bintje) 
après cinq jours de culture (—» = ébauche de vascularisation). P: pé­
riderme en formation en bordure de l'expiant. 
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Fig. 4. Coupe transversale d'un explant de tubercule (cv. Bintje) 
montrant l'émergence d'un primordium caulinaire (-^). 

Fig. 5. Coupe transversale d'un explant de tubercule (cv. Charlotte) 
montrant le développement de nodules de cals (—•) durant la régé­
nération. 
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/Vi1'. 6. Apparition des pousses adventives sur des explants de tubercule (cv. Bintje), après 
deux mois cl demi de culture. 

périmédullaires. Il en résulte la forma­
tion de méristémoïdes typiques évo­
luant en pousses adventives ultérieure­
ment (fig. 6). 

• Conformité 
des plantes régénérées 

Le contrôle de la conformité du maté­
riel, régénéré in vitro selon le procédé 
mentionne plus haut, a été réalisé au 
moyen d'analyses électrophorétiques 
des systèmes isoenzymatiques (peroxy-
dases) des plantes régénérées in vitro, 
d'une part et, d'autre part, en surveil-
hint leur évolution depuis la sortie des 
tubes de culture jusqu'à la plantation 
en plein champ, cela on comparaison 
avec des plantes multipliées tradition-
nellement. 

Analyses électrophorétiques 
L'utilisation des systèmes isoperoxyda-
siques comme marqueurs biochimiques 
pour identifier les variétés de plantes a 
été également réalisée pour le pommier 
(COLLET et al. 1991; MANGANARIS et 
ALSTON, 1993). Pour la pomme de terre, 
NiETO et ai. (1990) et LE (1994) ont 
aussi l'ait mention de l'identification des 
variétés cultivées en se basant sur le po­
lymorphisme des peroxydases révélées 
après une séparation isoélectrique. 
I."identification des plantes régénérées 
d'aspect normal et/ou présentant des 
modifications s'effectue selon la tech­
nique décrite (LE, 1994). 
L'établissement des profils électropho­
rétiques est réalisé sur la base des iso-
enzymes (peroxydases) révélées après 
leur séparation sur gel de Polyacryla­

mide. L'annotation des bandes isoen­
zymes s'effectue à partir du pôle acide 
(pHi 3,0), pris comme point de départ 
sur le gel de séparation. Dans le cas 
présent, la révélation de ces isoenzy­
mes n'a pas permis de mettre en évi­
dence des différences entre les plantes 
régénérées d'aspect normal et les plan­
tes-témoins. En revanche, pour les 
plantes montrant une morphologie par­
ticulière, par exemple un feuillage pa­
naché, gaufré; des plantes petites ou 
dépourvues de chlorophylle, des diffé­
rences notables existent dans la pré­
sence ou l'absence de certaines isoen­
zymes (tabi. 4). 

Tableau 4. Profils électrophorétiques des 
types (cvs. Bintje et Charlotte). 

Transfert en serre 
et production de tubercules 
Le transfert en serre des plantes de 
pomme de terre régénérées in vitro a 
été réalisé après une période d'acclima­
tation de 2 ou 3 jours, dans des condi­
tions de brouillard sec (Fog system), en 
pots de 12 cm de diamètre contenant 
du substrat de culture ASB®, afin de 
leur permettre de poursuivre leur cycle 
de végétation. 
D'une manière générale, l'apparition 
de modifications morphologiques des 
plantes régénérées semble être plus fré­
quente avec les explants provenant de 
la zone corticale qu'avec ceux de la 
zone vascularisée (fig. 7). 
Ce fait pourrait être expliqué, dans nos 
conditions d'expérimentation, par une 
régénération issue de cals du tissu cor­
tical, révélée par l'examen histologi-
que. Ces cals sont connus pour être des 
sources d'aberrations (GEORGE, 199j|A 
contrairement au tissu vascularisé p r o ^ 
duisant directement des primordio. 

Fig. 7. Pourcentage de piaules non con­
formes apparues au cours de la régénération 
in vitro (cv. Bintje).* V = zone vasculari­
sée; C = zone corticale. 

isoperoxydases de quelques morpho-

Bande N0 

1 

(M
 

3 
4 

5 

6 
7 

8 

9 

10 
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15 
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Bintje 

témoin 
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+ 
-
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+ 
+ 
+ 
+ 
-
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-
-
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+ 
+ 
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+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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+ 
-
-
+ 
+ 
+ 
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+ 
-
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+ 
-
+ 
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témoin 

+ 
+ 

+ 
-
-
+ 
+ 
+ 
+ 
-
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-
-
+ 
+ 
+ 

Charlotte 

panaché 

+ 

+ 
+ 
-
-
-
+ 
+ 
+ 
-
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+ 
+ 

+ 
-
+ 
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gaufré 

+ 
-
-
+ 
+ 
+ 
-
+ 
+ 
-
-
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+ 
-
+ 
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petit ™ 

+ 
+ 
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-
-
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+ 
-
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-
-
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+ 

+ = présence. - = absence 
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Fig. 8a. Plantes régénérées in vitro montrant différents morphotypes 
(cv. Bintje). 

Fig. 8b. Plantes régénérées in vitro (cv. Charlotte) montrant des 
variations du feuillage. 

Parmi ces modifications, certaines sont 
transitoires, comme la juvénilité des 
plantes régénérées caractérisée par une 
structure du limbe rappelant celle des 
plantes issues de semis; tandis que l'as-

^fcct gaufré du feuillage, le raccourcis­
sement des entre-nœuds, ou encore la 

panachure de l'appareil végétatif sem­
blent permanents et seraient des varia­
tions somaclonales (fig. 8a et b). 
Ces faits confirment les observations de 
WHEELER et al. (1985), qui ont égale­
ment constaté des modi fications du feu i 1 -
läge et surtout du port des plantes ré­
générées de la variété Myatts Ashleaf, 
au cours de la première génération en 
terre. 

Pour ce qui est de la croissance, à l'ex­
ception des plantes présentant déjà des 
traits non conformes, nous n'avons pas 
remarqué, au cours de la culture en 
serre, de différence notable entre les 
plantes régénérées d'aspect normal, 
provenant d'expiants de la zone corti­
cale ou de la zone vascularisée; toute­
fois, l'examen visuel de tubercules ob-

ÎUS après une première génération en 
î, a montré qu'il existe une propor­

tion non négligeable de tubercules d'ap­
parence non conforme (tabi. 5), et cela 
pour les deux types d'expiants. 
La déformation du tubercule et l'enfon­
cement des bourgeons axillaires sont les 
principaux caractères apparents des tu­
bercules non conformes. Dans nos con­
ditions d'expérimentation, la relation 
est difficile à établir entre l'état physio­
logique des plantes régénérées et ce 
phénomène de production de tubercu­

les d'apparence non conforme à la pre­
mière génération en serre. Des condi­
tions de culture réalisées dans un mi­
lieu inadéquat pourraient être à l'origine 
de ces modifications. Aussi serait-il ju­
dicieux de poursuivre le contrôle du 
comportement des plantes de pomme de 
terre issues de matériel régénéré in vitro 
dans les conditions de plein champ 
(COLLET et ai, 1993). 

Culture en plein champ 
de matériel régénéré in vitro 
Des tubercules (cv. Bintje et Charlotte) 
d'un calibre 20-35 mm, issus de plan­
tes régénérées in vitro, de plantes mi-
cropropagées par bourgeons axillaires 
in vitro et de plantes-témoins multi­
pliées traditionnellement, sont tranférés 
en plein champ après avoir subi une 
levée de dormance à +4 0C et une pré­
germination traditionnelle. La conduite 
des cultures s'effectue en respectant les 
mêmes contraintes qu'impose la pra­
tique agricole (fertilisation, traitements 
antifongiques et parasitaires, etc.), du­
rant toute la période de végétation. De 
même, la qualité sanitaire du matériel 
expérimenté est contrôlée, à chaque 
nouvelle plantation, par dépistage des 
virus S (PVS), X (PVX) et Y (PVY) à 
l'aide du test ELISA (GUGERLI, 1979). 

Morphologie 
des plantes régénérées in vitro 
Des observations effectuées au cours 
de la période de végétation ont révélé 
qu'il existe, chez les plantes régénérées 

Tableau 5. Production en serre de tubercules de pomme de terre à partir de 
plantes régénérées in vitro. 

Origin« de l'expiant 

Cortex 

Vascularisé 

Nombre 
de plantes cultivées 

121 

125 

Tubérisation 
(%) 

100 

100 

Nombre de plantes 
produisant des tubercules 

conformes 

55 

63 

non conformes 

66 

62 

Fig, 9. Plante de pomme de terre (cv. Bintje) 
montrant un feuillage déformé. 

de novo par bourgeons adventifs, des 
types de plantes d'apparence normale 
ressemblant à celui des plantes-témoins 
et d'autres types qui présentent des 
modifications importantes portant sur: 
la qualité du feuillage (fig. 9); la forme 
du limbe, en particulier chez la variété 
Bintje; le coloris de l'appareil végétatif 
des plantes-témoins et l'aspect panaché 
du limbe montrant des parties dépour­
vues de chlorophylle déjà apparentes 
lors de la préparation des tubercules en 
serre (tabi. 6). 

Morphologie 
des plantes micropropagées 
Les plantes provenant de tubercules re­
produits in vitro par bourgeons axil­
laires n'ont pas présenté de différences 
avec les plantes-témoins, excepté le ca­
ractère épais du feuillage que l'on re­
trouve sur la quasi-totalité des plantes 
en place. Les individus micropropagés 
in vitro ont montré une parfaite régula­
rité quant à la croissance de l'appareil 
végétatif, assurant ainsi la reproductibi-
lité du clone par ce mode de multipli­
cation, ce qui n'est pas le cas avec les 
plantes régénérées in vitro par néofor­
mation de bourgeons adventifs. 
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Morphologie 
des tubercules récoltés 
Au cours de la culture en champ, nous 
avons obtenu fréquemment des tuber­
cules non conformes (fig. 10), en parti­
culier avec les plantes régénérées par 
bourgeons adventifs, comparativement 
aux tubercules produits conventionnel-
lement. L'examen du critère «index-tu­
bercule» (rapport longueur/diamètre du 
tubercule), après trois passages consé­
cutifs au champ (fig. 11 ). a effective­
ment montré que les tubercules prove­
nant de matériel régénéré possèdent un 
index-tubercule plus grand que celui 
qui est obtenu avec des plantes-témoins. 
Cependant, cette différence faiblement 
significative s'estompe au cours des 
cultures successives, comme on l'a re­
marqué avec les essais de plantes trans­
géniques résistantes au PVY (COLLET 
étal. 1993). 
L'index-tubercule des plantes micropro-
pagées demeure identique à celui des 
plantes-témoins. A ce propos, des rele­
vés biométriques ont montré qu'il existe 
une tendance générale au déplacement 
de la moyenne des index-tubercules is-

2.4 

i 16 

0.8 

Bintj« Charlotte 

DTémoin DMicroprop. !Régénéré 

Fig. 11. Index-tubercule des variétés Bintje et Charlotte. 

sus de plantes régénérées (valeurs plus 
élevées) par rapport à celles du témoin 
(fig. 12). 
Ce même phénomène existe également 
chez la variété Charlotte (fig. 13), avec 
cependant une différence moins impor­
tante que celle qui a été observée chez 
la variété Bintje. 
Les observations que nous avons effec­
tuées à propos des différents index-tu­
bercules obtenus pour les plantes régéné­
rées et les plantes-témoins corroborent 
les résultats des travaux antérieurs. C'est 

ainsi que RIKTVELD et al. (1991) ont A 
gnalé, chez la variété Superior, que 1^^ 
sur 22 des caractères observés ont mon­
tré une grande variation par rapport aux 
plantes-témoins. Ces résultats sont éga­
lement confirmés par DALE et MCPART-
LAN (1992) avec le cultivar Désirée. 

Production de tubercules 
L'influence de la source de matériel vé­
gétal sur la production de tubercules au 
champ est présentée dans le tableau 6. 

Rg1 10. A droite, tubercule de pomme de 
terre non conforme (cv. Charlotte). 

Tableau 6. Production de tubercules (cv. 

Cultivars 

Bintje 

Charlotte 

A 

B 

A 

B 

Témoin 

22,35 ± 1,09 

66,40 ± 0,22 

15,00 ±0,81 

74,00 ± 0,04 

Bintje et Charlotte). 

Micropropagé 

22,00 ± 1,00 

61,00 ±0,07 

19,10 ±0,92 

62,00 ±0,13 

Régénéré 

20,00 ± 0,96 

56,46 ± 0,27 

20,00 ± 0,72 

55,10 ±0,14 ^ 

A: nombre de tubercules/plant; B: poids frais (g)/tubercule. 
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Tableau 7. Taux de variations observées au cours de la régénération in vitro et en 
conditions de culture de plein champ. 

Nombre d'expiants initiaux 

Nombre de plantes régénérées utilisables 

Nombre de plantes non conformes au sevrage 

Nombre de plantes cultivées au champ 

Nombre de plantes non conformes apparues au champ 

Bintje 

146 

211 

15 
(7,1%) 

120 

18 
(15%) 

Charlotte 

153 

227 

33 
(14,5%) 

120 

12 
(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
dère le rendement sous forme de masse 

« y e n n e des tubercules par plant ré-
té, seules les plantes micropropa-

gées possèdent une masse (61 g) com­
parable à 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 être expliquée dans notre cas 
par une forte proportion de petits tuber­
cules (environ 54%) de calibre inférieur 
à 35 mm. 
Chez la variété Charlotte, le nombre 
de tubercules par plant est plus élevé 
avec le matériel micropropagé et régé­
néré (tabi. 7.), par rapport au témoin. 
Toutefois, si l'on tient compte du rende­
ment sous forme de la masse moyenne 
des tubercules récoltés par plant, les 
mêmes constatations que pour la variété 
Bintje demeurent valables, avec, néan­
moins, un fléchissement du poids 
jjioyen des tubercules de la variante 

^Pcropropagée (62 g) par rapport à 
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 et une masse moyen­
ne des tubercules inférieurs à ceux des 
plantes-témoins. Par ailleurs, BRIGHT et 
al. (1986) ont signalé pour certains 
traits particuliers, comme par exemple 
la sensibilité à la gale commune, un 
comportement des plantes régénérées 
très différent de celui des témoins. 

Conclusion 
Le but de cette étude était d'apporter 
des informations concernant la régéné­
ration in vitro de la pomme de terre 
cultivée en vue de travaux de transfor­
mation génétique. L'analyse des fac­

teurs de la réussite de la régénération 
nous permet de mettre en évidence les 
points suivants: 
• le développement de novo de bour­

geons adventifs est fortement in­
fluencé par l'origine, la taille et le 
caractère génotypique de l'expiant 
initial; 

• l'initiation des foyers méristémati-
ques a lieu très tôt dans les régions 
vascularisées, notamment dans le 
phloème, permettant de former des 
primordia caulinaires qui évoluent 
ultérieurement en bourgeons adven­
tifs; 

• le risque d'obtenir des plantes non 
conformes est plus important lors­
qu'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 grossières; 

• les variations entraînées par la régé­
nération de novo 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 du tu­
bercule. 

Compte tenu des résultats obtenus 
dans cette étude, il nous semble né­
cessaire d'attirer l'attention 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 à l'une 
ou à l'autre de ces méthodes. 
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Summary 
In vitro regeneration of the commonly grown potato (S. tuberosum L.) 

Commonly grown potato plants (cvs. Bintje and Charlotte) were regenerated in vitro 
using tuber discs expiants. Adventitious buds formation was markedly influenced by 
the origin, the size and the genotype of the explants as well. Histological analysis 
shows that the formation of meristematic nests were initiated in the vascular paren­
chyma, especially in the tissue surrounding the phloem, which is developed into the 
formation of adventitious shoots. The risks of variation obtained on these regenerated 
plants seem to be related to the use of cortical expiants developing callus proceeding 
the formation of adventitious buds. These variations revealable through biochemical 
aspect (isoenzymes) for gross modifications, affect the morphology of the plant, the 
structure of the leaf and the behaviour of the tuber under field conditions. 

Zusammenfassung 
/n-v/'fro-Regeneration von kultivierten Kartoffelpflanzen (S. tuberosum L.) 

Kultivierte Kartoffelsorten (cvs. Bintje und Charlotte) wurden mit Hilfe von Kartof­
felknollenscheiben in vitro regeneriert. Die Adventivsprossbildung auf den Scheiben 
wurde von der Herkunft, von der Grösse sowie vom Genotyp des Explantates stark 
beeinflusst. Die histologische Untersuchung zeigt, dass sich die Meristemnester auf 
den Parenchymgefässen bilden, u. a. um den Bast herum, welcher sich organisiert, um 
Adventivsprossen zu entwickeln. Die Risiken der an den regenerierten Pflanzen vor­
gefundenen Variationen scheinen an die Verwendung der Explantate der Cortexregion 
via eine Kallusentwicklung, welche der Adventivsprossbildung vorangeht, gebunden 
zu sein. Diese Variationen, welche biochemisch mit Hilfe der Isoenzyme für grosse 
Modifikationen nachweisbar sind, beeinflussen die Morphologie der Pflanze, die 
Struktur der Blätter sowie das Verhalten der Knolle im Feld. 

Des articles fondamentaux, des fiches techniques et de variétés, tirés de nos publications, sont actuellement à votre disposition auprès du Service In­
formation-Documentation de la Station fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH-1260 Nyon, tél. 022/363 41 51 ou 363 41 54. 
Une réduction de prix est consentie pour les commandes groupées d'un même titre: 10% dès 100 ex. Attention, certaines de ces publications sont 
en nombre limité. Pour les commandes inférieures à Fr. 10-, en joignant le paiement en timbres-poste à votre demande, vous économiserez les frais 
d'expédition. <m 
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Culture in vitro du génépi blanc 
(Artemisia umbelliformis Lam.) 
C. L. LE, Station fédérale de recherches en production végétale de Changins, CH-]260 Nyon 

Résumé 
Une technique de micropropagation à partir d'expiants de nœuds a été 
développée pour des clones de génépi blanc {Artemisia umbelliformis 
Lam.) sélectionnés. La prolifération de pousses in vitro a été réalisée en 
cultivant des segments de noeuds sur un milieu de MURASHIGE et SKOOG 
(1962) additionné de 0,88 u.M de BA et de 2,0 uJvl d'AIA. La formation de 
racines adventives a été obtenue en transférant les jeunes pousses sur 
un milieu dépourvu d'hormones. Les plantes racinées se sont établies 
avec succès en terre après une période de sevrage. Aucune variation 
morphologique n'a été relevée sur les plantes propagées in vitro cultivées 
en pleine terre. 

Introduction 
Le génépi blanc {Artemisia umbellifor­
mis Lam.), espèce pérenne aromatique 
de la famille des Astéracées croît, dans 
les Alpes, à l'état naturel sur les morai­
nes et les éboulis (TUTIN et ai, 1976; 

«kNDOLT et AESCHIMANN, 1986). 
ompte tenu de ses propriétés aromati­

ques, il présente un grand intérêt aussi 
bien pour les fabricants de liqueurs que 
pour les producteurs de tisanes. Au­
jourd'hui, en raison d'une demande 
croissante en matériel végétal pour la 
liquoristerie ainsi que de l'interdiction 
de cueillette des espèces protégées dans 
plusieurs pays d'Europe, le développe­
ment d'une technique de domestication 
s'impose (REY et SLACANIN, 1997). De 
nombreux travaux ont donc été réalisés 
dans le but de développer des cultures 
pour les régions de montagne et afin de 
contribuer ainsi à la sauvegarde des 
plantes menacées de disparition dans 
leur habitat originel (STEFANELLI et 
BUSANELLI, 1980; FRANÇOIS, 1985; REY, 
1996). 
A la Station de Changins, la recherche 
des possibilités de domestiquer le gé­
népi blanc associée à un travail de sé­

lection a permis d'obtenir des lignées 
intéressantes quant à leur comportement 
agronomique et à leur composition en 
constituants chimiques (REY et SLACA­
NIN, 1997). Parmi ces lignées, certaines 
ont été retenues pour leurs caractéristi­
ques exceptionnelles qui justifient leur 
utilisation dans les travaux d'améliora­
tion. C'est précisément pour obtenir 
une multiplication rapide et conforme 
des têtes de clones de génépi qu'on a 
recouru à 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 génépi, GAUTHERET et al. 
(1984) ont réalisé la micropropagation 
de cette espèce à partir de méristèmes 
provenant de semences. 
Nous rapportons ici les résultats por­
tant sur la reproduction accélérée du 
génépi blanc par développement de 
pousses axillaires issues de clones sé­
lectionnés dont on connaît parfaitement 
le profil agronomique et aromatique. 
Ce travail a été entrepris dans le cadre 
d'une collaboration entre le service de 
Biologie végétale (groupe Culture in 
vitro) de Changins et le service des Cul­

tures spéciales en montagne (Plantes 
médicinales et aromatiques) du Centre 
des Fougères à Conthey. 

Matériel et méthodes 
Matériel végétal 
Le matériel végétal utilisé dans ce travail 
est constitué de six clones de génépi blanc 
((D, ©, ©, ©, ® e t ©)• C e s clones, sélec­
tionnés pour leurs performances agronomi­
ques et leur teneur en constituants chimiques 
(REY et SLACANIN, 1997), sont prélevés sur 
les deux sites d'expérimentation (Liddes et 
Saleinaz) et cultivés en couche dans des 
pots en plastique. 

Désinfection 
Des explants de 2 à 3 cm de longueur sont 
prélevés sur les plantes-mères et prétraités 
avec une solution de Benlate® à I % pendant 
20 minutes; ensuite, ils sont trempés dans 
de V hypochlorite de sodium à 1% pendant 
15 minutes. Puis, après un bref rinçage à 
l'eau distillée stérile, ils sont transférés 
dans une solution de Kohrsolin® (glutaral-
déhyde, N,N'-bis-(hydroxyméthyle) urée 
(Bode & Co., Hamburg) à 3% durant 15 mi­
nutes. Après trois rinçages à l'eau distillée 
stérile, ils sont maintenus dans une solution 
de rifampycine (100 mg/1) pour une durée 
de 20 minutes en attendant leur installation 
in vitro. 

Milieux de culture 
Les milieux de culture de base contiennent 
les sels minéraux selon MURASHIGE et SKOOG 
(1962) additionnés de 1 mg/1 de thiamine, 
de 0,5 mg/1 de pyridoxine, de 0,5 mg/1 
d'acide nicotinique, de 100 mg/1 de myo­
inositol et de 3% de saccharose. 
A ce milieu de base sont ajoutés 4,44 u,M 
de benzyladénine (BA) et 0,5 u,M d'acide 
.ß-indolylbutyrique (AIB), alors que, pour la 
prolifération et l'enracinement des pousses 
axillaires, différents types de régulateurs de 
croissance [benzyladénine (BA), acide^-in-
dolylacétique (AIA), acidejS-indolylbutyri-
que (AIB)] sont utilisés individuellement ou 
en combinaison. 
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Conditions de culture 
Sauf mention spéciale, le matériel végétal est 
cultivé dans des tubes en verre (25 x 150 mm » 
ivu ici niant chacun 12 ml de milieu appro­
prie aux différents stades de développement. 
Le pH des milieux de culture est ajuste a 
5.7 avec 0.1 N de NaOH et les milieux sont 
ensuite solidifies avec ().7¾ d'agar (Difco 
Bacio Agar) avant l'autoclavage (121 0C. 
1.1 kg de pression), pendant 15 minutes. 
I.es cutanés sont maintenues dans un envi­
ronnement climatique OÙ elles sont éclairées 
selon une photopériode de 16 heures par cy­
cle de 24 heures. L'intensité lumineuse au 
niveau des cultures est de 55 umole/m-7s 
fournie par des tubes fluorescents (Mazda 
AVIVA TFRS 65/AVI). La température est 
de 22 1 I 0C de jour et de 18 ± 1 0C de 
nuit. L'humidité relative a été maintenue à 
55-60% dans la chambre de culture. 

Sevrage et acclimatation 
I vs microplantes de génépi racinées sont 
Nomes des tubes de culture, débarrassées du 
milieu nutritif agarisé et repiquées dans un 
substrat de culture composé d'un mélange 
de compost, de sable, de terre franche et de 
pei lite (1:1:1:1), cela après une période de 
4S h de préacclimatation, durée pendant la­
quelle les cultures sont ramenées progressi-
\ cincin d'une atmosphère saturée d'humi­
dité à un environnement conventionnel de 
culture en conditions de serre. Ensuite, elles 
sont transférées en couches et plantées ulté­
rieurement dans des sites d'expérimenlalion 
en /ones de montagne. 

Résultats et discussion 
Etablissement in vitro 
L'initiation des premières cultures selon 
le procédé décrit ci-dessus ne prestate 
pas de difficultés particulières. Toute­
fois. on relève un retard important à la 
reprise de croissance avec certaines sé­
lections. en particulier les clones 4 et 12. 
Ce fait pourrait être dû, dans le cas pré­
sent, à la différence qualitative des ex-
plants prélevés sur les plantes-mères, 
lors de l'installation in vitro. Ces deux 
clones ont probablement mal supporté la 
transplantation de leur habilat naturel à 
dos conditions de culture inappropriées 
procédant la mise en culture; une modi­
fication profonde de leur physiologie 
s'en est suivie, au détriment de la crois­
sance momentanée des organes en place. 
A cet égard. Ki AD et EcoNOMOU (1987) 
oui aussi montré combien est importan­
te l'influence des conditions de prépa­
ration des sources de matériel sur la 
réussite des cultures in vino. 

Prolifération in vitro 
• Effet de la benzyladénine 
Le tableau 1 indique l'effet sur la for­
mation de nouvelles pousses feuillées 
de génépi de différentes concentrations 
de benzyladénine (BA). Un nombre 
moyen de plus de K) nouvelles pousses 

Tableau 1. Effet de la benzyladénine (BA) sur le développement des pousses 
feuillées chez le génépi blanc (A. umbelliformis Lam., clone 18) en culture in vitro. 

BA' [JiM] 

O 

0,88 

1,76 

3,52 

4,44 

7,00 

Formation de pousses 

1 

>10 

>10 

pousses inutilisables 

pousses inutilisables 

pousses inutilisables 

Formation de cals2 

-

+ 

+ • 

+ + + 

+ + + 

+ + + 

Vitrification2 

-

-

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

'L'évaluation des diverses concentrations en BA est réalisée sur la base des 16 répétitions/traitement. Les 
expériences ont été répétées au moins deux lois. 
!Le nombre de signes + indique le développement relatif du cal et de la vitrification à chaque expérience (- = 
aucun; + = faible; ++ = moyen; +++ = fort). 

concentrations plus élevées en BA ont 
favorisé la formation de pousses feuil­
lées montrant une tendance à la vitrifi­
cation avec l'ensemble des clones ex­
périmentés. En l'absence totale de BA, 
on assiste à la formation de plantes un^fc 
liges possédant un système racinaire^ 
fin et fonctionnel. Une faible teneur en 
BA (0,88 LtM) induit effectivement un 
développement de jeunes pousses qui 
se sont révélées toutes utilisables et fa­
ciles à manipuler, soit pour les travaux 
de multiplication, soit pour la prépara­
tion de plantes destinées ultérieurement 
au sevrage. GAUTHERET et al. ( 1984) ont 
également observé ce phénomène de 
densification des bourgeons sous l'in­
fluence d'une forte concentration en 
BA. Ces auteurs constatent qu'effecti­
vement les pousses nouvellement for­
mées sont nombreuses, mais qu'elles 
demeurent, en revanche, très petites. 

• Effet de l'auxine 
L'examen des résultats présentés dans 
la figure 2 montre que le type d'auxine 
entrant dans la composition du mili<^k 
nutritif de base influence la capacité ^ P 
former des nouvelles pousses feuillées. 

Fig. I. Développement de nouvelles pons 
ses feuillées sur milieu contenant 0,88 pM 
de benzyladénine (BA) che/. Artemisia um­
belliformis Lam. (clone 18). 

feuillées par séjour in vitro a été obtenu 
avec les milieux renfermant 0,88 et 
1.76 pM de benzyladénine (fig. I). Les 

10 D IBA • AIA 

.S 6 

I 4 [uM] 

Fig. 2. Influence des auxines I AIA et AIB) sur le développement de nouvelles pousses chez 
Artemisia iimhelliformis Lam. (clone 4). 
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L'adjonction de l'acide jtf-indolylacé-
tique (AIA) au milieu de culture a for­
tement favorisé la prolifération des 
pousses axillaires sur les explants in 
vitro. Le meilleur développement, dans 
nos conditions d'expérimentation, a été 
obtenu avec les concentrations en AIA 
de 1,0 et 2,0 u:M: sur ces milieux de 
culture, on dénombre en moyenne 7 à 
8 pousses utilisables par explant et par 
cycle de reproduction in vitro; alors 
que l'acide /J-indolylbutyrique (AIB) 
paraît moins efficace pour la formation 
des pousses aux mêmes concentrations. 
En revanche, de faibles teneurs en AIB 
(0,25 et 0,5 fiM) s'avèrent bénéfiques 
pour la prolifération des nouvelles pous­
ses feui liées. 
Ces résultats nous ont poussés à fixer, 
pour la phase de prolifération, l'équili­
bre phytohormonal à 0.88 [iM de ben-
zyladénine et à 2,0 JJM d'acide/J-indo-

*

!acétique, pour la suite de nos essais. 
Effet du génotype 

L'influence du génotype sur le dévelop­
pement des pousses leni liées a été éga­
lement examinée dans nos travaux, cela 
en comparant la réaction de diverses 
sélections à la composition phytohor-
monale retenue plus haut. Ainsi avons-
nous observé, après plusieurs cycles de 
multiplication, une différence impor­
tante quant à la capacité de former des 
nouvelles pousses au sein des clones 
expérimentés (fig. 3). On compte 7 à 
8 pousses feuillées produites par cycle 
et par explant pour les clones 1 et 4; 
alors que, sur le même milieu de cul­
ture, les clones 2, 12 et 18 produisaient 
une moyenne de 4 à 5 pousses. Le taux 
le plus bas (2 pousses) a été enregistré 
avec le clone 16. Cette variation inter-
clonale a été aussi observée lors de la 

^KHOdnctiOB in vitro avec des clones 
^Reciionnés d'Arnica (LE, 1994) et de 

châtaignier (LE, 1997). 

Enracinement in vitro 
Comme le montre la figure 4, l'enraci­
nement des pousses feuillées de génépi 
s'effectue sans difficulté particulière 
lorsqu'on les transfère sur un milieu nu­
tritif de base dépourvu de régulateurs 
de croissance. Dans nos conditions 
d'expérimentation, les premières ébau­
ches de racine apparaissent après une 
semaine de culture déjà. Toutefois, il 
faut compter deux semaines encore 
pour que toutes les miniboulures aient 
développé complètement leur système 
racinaire. L'avantage de ce mode d'en­
racinement sans adjonction de régula­
teur de croissance réside dans le fait 
que l'apparition des racines adventives 
se manifeste sans cals à la base des 
boutures, ce qui facilite considérable-

Ftg. J. Influence du génotype sur le développement de nouvelles pousses chez Artemisia 
iimhclliformis Lam. 

ment leur transfert au milieu naturel, 
lors des travaux de sevrage. 

Sevrage et acclimatation 
Le transfert des miniplantes racinées in 
vitro sur substrat de culture conven­
tionnelle par passage progressif, selon 
notre procédé décrit plus haut, nous a 
permis d'obtenir plus de 95% de plan­
tes capables de poursuivre leur cycle 
de croissance et de développement. 
Il est également important de mention­
ner que les plantes produites in vitro. 
une fois acclimatées et cultivées en mi­
lieu naturel, n'ont montré aucune aber­
ration morphologique en comparaison 
avec les parents sélectionnés. 

FIg. 4. Formation de racines adventives sur 
milieu dépourvu de régulateur de croissance 
chez Artemisia umbell iformis Lam. (clone 4). 

Conclusion 
• En conclusion, cette étude démontre 

la possibilité de reproduire in vitro. 
par développement de bourgeons 
axillaires, des clones de génépi sé­
lectionnés pour leurs performances 
agronomiques et phytochiiniques. 

• Le nombre de pousses produites par 
le biais de cette technique est élevé, 
cela grâce à l'action synergique de 
la benzyladénine et de l'acide Ji-in-
dolylacétique. 

• Des plantes obtenues ainsi in vitro 
permettent de constituer rapidement 
une nouvelle source de matériel 
nécessaire aux travaux de domestica 
tion et d'amélioration. 

• Cette possibilité technique offre 
également une perspective pour la 
sauvegarde de cette espèce végétale 
menacée de disparition dans son ha­
bitat naturel. 
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Summary 
In vitro Culture of Artemisia umbelliformis Lam. 

A procedure for micropropagation from stem nodes explants was developed for 
selected clones of Artemisia umbelliformis Lam. Shoot proliferation in vitro was 
achieved using nodes segments cultured on MURASHIGE and SKOOG (1962) medium 
supplemented with 0.88 jxM BA and 2.0 LiM IAA. Adventitious root formation was 
obtained by transferring young growing shoots on hormone-free medium. Rooted 
plantlets were successfully established in soil after a period of weaning. No obvious 
morphological changes were noticed on vitroplants under field conditions. 

Zusammenfassung 
In vitro Vermehrung des Artemisia umbelliformis Lam. 

In diesem Artikel wurde eine Gewebekulturtechnik für selektierten Klonen des Arte­
misia umbelliformis Lam. beschrieben. Achselknospen von A. umbelliformis Lam. 
wurden auf einem MURASHIGE und SKOOG-medium (1962) mit 0,88 LiM Benzyladenin 
(BA) and 2,0 |xM j(5-Indolylessigsäure (IES) kultiviert, um die Bildung von neuen 
Knospen zu bewirken. Adventivwurzeinbildung wurde dadurch hervorgerufen, dass 
sie auf ein Hormonefreies Medium überführt wurden. Bewurzelte Pflanzen konnten 
mit Erfolg in gärtnerische Substrate akklimatisiert werden. Keine morphologischen 
Veränderungen der VitroPflanzen wurden nach dem Anbau im Feld festgestellt. r 
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IN VITRO CLONAL MULTIPLICATION OF ARNICA MONTANA L. 

CL. Le 
Station fédérale de recherches en production végétale de Changins, 
CH-1260Nyon 
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 expiants on a modified Murashige and Skoog (M and S, 
1962) medium supplemented with 4.44uM benzyladenine (BA) and 0.53uM a-
naphthylacetic acid (NAA). Adventitious roots were initiated by cultivating young 
growing shoots on a half strength of M and S medium containing 1.23uM ß-
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%. 

1. Introduction 

Arnica montana L., a perennial herbaceous plant belonging to the family Asteraceae 
(Compositae), is mainly distributed in the Northern Hemisphere. In Europe, it is a species 
native to the mountain regions comprised between 1'0OO 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 
Bürdet, 1989). 

The use of Arnica montana L. in phythotherapy leads to 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 antiseptic properties as well (Willuhn, 1969). 

Previous studies with Arnica montana L. extracts showed the presence of the two 
major constituents in the flower parts of this plant: theßavonoi'ds and the sesquiterpene 
lactones (Willuhn, et ai, 1983), while essential oil is accumulated mostly in the roots 
and rhizomes (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). Attempts to propagate this species through tissue culture have also been 
reported (Winand, et al., 1986; Daniel and Bomme, 1991; Conchou, et al., 1992; Malarz, 
et al., 1993). 

We report here a reliable method for the rapid clonal multiplication of Arnica 
montana L. elite selections (Le, 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. montana L. [Marburg (A 57, Ml, 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 achieved on these plants during their growth under green 
house conditions. 

Expiants 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% ethanol, 
soaked for 15 minutes in 1 % sodium hypochlorite containing 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 expiants were cultivated in test tubes (25X150 mm) containing 15 ml 
Murashige and Skoog basal medium supplemented with 1.0 mg/1 thiamine, 0.5 mg/1 
pyridoxine, 0.5 mg/1 nicotinic acid, 100 mg/1 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 expiants. For rooting, young leafy 
shoots were transferred on the half strength M&S basal medium supplemented with 2% 
saccharose and ß-indolylbutyric acid (IBA) ranging from 0 to 2.46 uM. 

The pH of the media was adjusted to 5.7-5.8 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 0C for 15 min. 

Cultures were incubated at 23 ±1°C I 18 ±1°C (day/night) under cool white 
fluorescent lamps at 55 umol/m2/s with a 16h light and 8h dark cycle. 

All experiments 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 system) during a week and then potted in a conventional substrate containing 
ASB® compost and Perlite (2:1), before transferring under green house conditions and 
later in the fields. 

3. Results and Discussion 

3.1.7« vitro establishment 

According to our procedure of sterilization the establishment of leafy shoot of A. 
montana L. could be achieved with more than ca. 80% of initials expiants freed from 
contaminants compared to the results obtained by Conchou, et ai, (1992), where the 
authors observed 75% of the initial expiants still contaminated even after a treatment 
with 4 or 5 % sodium hypochlorite. The high percentage of expiants freed from 
contaminants achieved in the present study is probably due to an efficient elimination of 
microorganisms through two steps of surface sterilization as mentioned above (cf. 
material and methods). Nevertheless infection occured in our conditions of culture is 
mostly due to bacteria contaminants as it was also noted by Conchou, et al, (1992). 

3.2. Shoot proliferation 

As shown in figure 1, initial expiants of A. montana 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 auxin 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 (Conchou, et ai, 1992) that using the same 
balance of growth regulators yielded low proliferation rate of new shoots in subsequent 
subcultures. It is likely due to the fact that, in our experiments, the actived charcoal-
containing medium, which could be responsible for the reduction of the number of new 
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shoots, is omitted. In this regard, it was suggested that the addition of activated charcoal 
to the medium can prevent the problem of expiant 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 ± O.óshoots). 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 uM 
appeared to be less effective causing the decrease of the shoot proliferation rate . The 
responses of cytokinins described here are similar to those observed by Malarz, et 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 large amount of Kinetin (11.62 uM). Nevertheless, in this study the beneficial 
effect of BA on the shoot formation resulted in significantly caulogenic 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 expiant 
was estimated to be 16 - 18 per sample in subsequent culture (figure 3). 

The influence of auxin namely NAA on the shoot formation of A. montana L. was 
also carried out with the addition of various amounts of this growth regulator in the 
culture medium. Shoot formation of A. montana L. initiated from leafy shoot expiants 
was effectively observed with the addition of 0.53 uM NAA to the medium (figure 4). 
However, at NAA 1.36 uM shoot formation tend to decrease significantly. While adding 
NAA as sole source of growth regulator to the medium has led to moderate adventitious 
root formation accompanied by a slight callus development at the basal end of the 
expiants, 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 IAA, 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 IAA degradation which was probably more rapid than NAA during culture, and 
especially in the presence of MS salts as reported by Dunlap, et al, 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/explant) while the lowest number was from F5 (7.75± 1.1/explant) 
and F4 (9 ± 2.3/explant). Clone A57 produced an average of 18 ± 1.2 /expiant; Ml and 
M3 initiated number of shoots ranging from 13 ±2.5 to 14 ± 1.9 shoots/explant. This 
finding is 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 our 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 selections when large scale production is to be considered. 

3.3. Rooting 

Preliminary investigations in root initiation done with various growth regulators 
including ß-indolylbutyric acid (IBA), 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), a-
naphthylacetic acid (NAA) and ß-indolylacetic acid (IAA) showed that IBA was most 
suitable for inducing root formation of A. montana L. in vitro. Therefore, in the present 
study IBA was tested for its ability to produce adventitious roots. 
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Figure 6 depicts the rooting responses obtained from different clones of A. montana L. 
exposed to various concentrations of IBA. Generally, the addition of IBA to the basal 
medium was effective for the initiation of adventitious roots, particularly in the two F4 
and F5 clones which were considered, in our conditions, as difficult-to-root. Moreover, 
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 uM and 2.46 uM IBA on F4 and F5. Most of the 
shoots exhibited readily the root initiation within ten days after transfer to 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 uM IBA F4 clone had produced an 
average of 9 roots, Ml 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 to 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 
(iM shoots had developed a root system showing long and furnished roots. Occasionally 
lateral roots had occured, while increasing IBA concentration to 2.46 uM had led to a 
formation of thick root system. 

3.4. Acclimatization and Planting out 

Miniplantlets developing adventitious roots were maintained under fog system 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 to soil continued to 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 expiants of A. montana L. derived from adult mother-plants should be useful 
for the propagation of valuable plant material. In addition, a high rate of multiplication of 
new leafy shoots from cultured A. montana L. shoot expiants 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 incorporated into breeding programs of medicinal plants in the 
mountain regions of Switzerland. 
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Plant Growth Regulator Combination 
Figure I : Influence of plant growth regulators on shoot development from shoot expiants 

of A. montana L. after 6 weeks in culture. Key: CT=Control; 
K=Kinetin[4.65uM]; B=BA[4.44uM]; Z=Zeatin[2.85uM]; iP=2iP[4.92uM]; 
N=NAA[0.53uM]. Means with different letters are significantly different at 5% 
level. Vertical bars represent ± SE. 
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BA[UM] 
Figure 2: Effect of BA concentration on shoot development from shoot expiants of A. 

montana L. after 6 weeks in culture. Means with different letters are 
significantly different at 5% level. Vertical bars represent ± SE. 

Figure 3: Proliferation of shoots from shoot expiant of A. montana L. on MS medium 
supplemented with 4.44uM BA and 0.53 uM NAA. Leafy shoots (left) isolated 
from shoot cluster (right) after 6 weeks in culture. Bar = 1 cm. 
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Plant Growth Regulator Combination 

Figure 4: Effect of NAA on shoot development from shoot expiants of A. montana L. 
after 6 weeks in culture . Key: CT=Control; N=NAA[0.53 uM]; 
NB=NAA[0.53 uM] + BA[4.44uM]; NlB= NAA[1.34 uM] + BA[4.44uM]. 
Means with different letters are significantly different at 5% level. Vertical 
bars represent ± SE. 

Clones of A montana L 

Figure 5: Influence of Genotype on shoot development from shoot expiants of A. 
montana L. after 6 weeks in culture. Means with different letters are 
significantly different at 5% level. Vertical bars represent ± SE. 
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Figure 6: Effect of IBA on the percentage of rooting in leafy shoots of A. montana L. 
after 3 weeks in culture. 

Clones of 

A. montana 

IBA[UM] 

Figure 7: Effect of IBA on the adventitious root development in leafy shoots of A. 
montana L. after 3 weeks in culture. 
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Figure 8: Vitroplants of A. montana L. established in soil after 12 weeks in culture. 
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Summary 

A tissue culture technique in which nodal cuttings of Solanum tuberosum L. were induced to 
develop in vitro microtubers, in order to produce high health status of the potato seed genotypes 
cultivated in Switzerland. 

Key words : Solanum tuberosum, microtubers, nodal cuttings, in vitro tuberization. 

Introduction 

Micropropagation through in vitro tissue culture has become common practice in Switzerland during 
the last decade (Reust and Le, 1985). However, this technique is severely criticized due to a number 
of disadvantages : the under-occupancy of facilities and of the personal with work often concentrated 
to a few periods of the year. 

An alternative system in which in vitro minicuttings are used to produce microtubers has been 
developed in view to avoid slack periods in the occupancy of faculties 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 support, container , 
growth retardant, nitrogen supply and renewal of medium in order to promote quality of the 
microtubers for planting under field conditions. 

Material and Methods 

Nine potato cultivars of the swiss assortment of potato varieties were used to perform 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 content was carried out by referring to Murashige & Skoog (1962) medium. For 
the production of microtubers, in vitro single node cuttings were induced to tuberize by using a 
modification of the technique of Charles (1993). Cultures were first incubated on 6% saccharose-
medium under long day conditions (16h/day) for 35 days at 18 ± 2 0C, and then on 8% saccharose-
medium (Le, 1990, 1993) with no cytokinin, under short day conditions (8h/day) for 15 days at 18 
0C day/14 night ± 2°C. Afterwards, they were placed in total darkness at 19 ± 1 0C until tubers were 
harvested. In order to improve the quality of rubers produced in vitro, 0.3 mg/1 Paclobutrazol (PCL) 
and 60 mM Nitrogen (NHiNO3) were added alone or in combination to the culture medium for 0, 7 
and 14 days during short day conditions. Light intensity was 70umol m"2 s'\ Evaluation of the plant 
growth and the production of microtubers regarding length of the plant, useable nodes (axillary 
buds), fresh 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 m vitro microtubers was also determined with regard 
to the potential of germination after storage at 4 0C. 

Results and Discussion 

In vitro Growth of miniplants 

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 container compared to the Plastem 
one. The fresh weight and the height of miniplants rate were increased in the present assay by two 
fold on the solid medium in the Sigma container, 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). 

Container 

P l a s t e m ® 

S i g m a 

S o l i d 

H T ' 

4.98 
± 0 . 1 3 ' 

8.11 
± 0.23 b 

M e d i u m 
Li 

F W H T 

83.73 7.67 
±5.17 a ±0.50 a 

193.04 10.65 
± 11.17b ± 0.15 b 

q u i d 

F W 

177.52 
±11.75 a 

250.00 
± 10.20 b 

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 not promote the growth of miniplants regarding 
the number of useable nodal expiants and the height of miniplants obtained after 1 month of culture 
(tabi. 2). High contents of nitrogen reduced, on the contrary, 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). 

U N E * 

H T 

F W 

D W 

5 

4.05 
± 0 . 1 3 d l 

8.29 
± 0.28 a 

144.7 
±5.75 a 

6.98 
±0.31d 

M 

4.30 
±0.18 cd 

7.10 
± 0.22 b 

127.7 
± 5.47 be 

8.03 
± 0.28 be 

N i t r o g e n [ 

15 20 

5.35 4.75 
±0.12 a ±0.12 be 

7.09 7.38 
±. 0.21 b ± 0.22 b 

134.14 126.77 
±3.72 ab ±4.77 be 

10.17 7.70 
± 0.34 a ± 0.22 bed 

meq] 

30 

4.60 
±0.13 c 

6.48 
± 0.16c 

126.70 
±3.70 be 

8.63 
± 0.25 b 

45 

4.61 
±0.18 c 

6.35 
±0.15 c 

115.09 
±4.82 c 

7.58 
± 0.55 cd 

60 

5.15 
±0.15 ab 

6.38 
±0.16 c 

100.44 
± 4.27 d 

7.80 
± 0.27 bed 

z/ UNE : useable nodal expiants; HT : height (cm) ; FW : fresh weight (mg) ; DW : dry weight (mg). 
1/ Average ± standard error. Mean separation in rows by Duncan's Multiple 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 Tuberization 

As shown in figure 1, the capacity of potato miniplants to produce tubers was variable among 
cultivars. Some cultivars reached complete tuberization (100%) while others gave low response to 
the tuber induction process. Such clonal variability has also been observed with other potato 
varieties (Ranalli, 1994). 
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Figure 1 - Influence of genotype on the capacity of tuberization in 8 cultivars of S. tuberosum L cultured in vitro. 

The mean weight of microtubers obtained in this experiment was 118.16 mg/tuber and ranged from 
86,91mg (Urgenta) 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, 1985), and Nitrogen were tested (see Material & Methods). 

The addition of Paclobutrazol to the medium enhanced the quality of microtubers compared to the 
control. At harvest, the average weight per tuber was increased up to 30% on the cultures supplied 
with Paclobutrazol in two cultivars Sirtema and Urgenta (tabi. 3). 

Table 3 - Effect of Paclobutrazol (0.3 mg/1) adding prior to short-day induction on the development of microtubers of 
cvs. Sirtema and Urgenta 

Cultivar 

Sirtema 

Urgenta 

W e i g h t [mg] 

Contro l 

153.661 ±16.45 a 

120.40 ± 12.73 a 

PCL 

399.20 ± 30.00 b 

372.50 ± 11.17b 

D i a m e t e r [mm] 

Contro l PCL 

4.62 ± 0.06 a 8.23 ± 0.28 b 

4.65 ±0.21 a 7.80 ± 0.10 b 

z/ 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 on Sirtema and 67.7% on 
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 (fig. 2). After this 
period, the weight of microtubers decreased for most of cultivars exprimented, except Bintje . 

350 

B Control BDayO EI Day 7 Eu Day 14 

Figure 2 - Effect of Nitrogen supply (60 mM) and periods 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 compared to the 
control and to the N or PCL-treated cuttings (figure 3). 

Control PCL PCL+ N 

Weight •Diameter 

Figure 3 - Effect of Paclobutrazol and Nitrogen (alone or in combination) on the development of microtubers on cv. 
Sirtema. 

The positive.effect of PCL on in vitro tuberization 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 has never been reported until now. 

Ih addition, high proportion 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 (Rl), 2 (R2) or 3 (R3) times on the yield of larger tubers (cv. Nicola). 

Dormancy release 

The results obtained on the intensity of sprouting of in vitro microtubers show that the dormancy 
release period was shortened in relation to the lenght of the storage at + 4 0C (figure 5). Yet 50% of 
microtubers developed sprouts on most of cultivars after 3 months at low temperature. The average 
of sprout development varied with the cultivars experimented. A maximum of sprouting (ca.100%) 
was observed for a period of 16 weeks. These observations correspond to previous findings 
reported by Ranalli et al. (1994). 
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Figure 5 - Intensity of sprouting [%] of microtubers stored for different times at low temperature [+ 4 0C]. 
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