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1) LA MULTIPLICATION VEGETATIVE "IN VIVO" DES ORCHIDEES. ...................................................... 

L a  p o t e n t i a l i t é  de  m u l t i p l i c a t i o n  végéta t ive  d 'une orchidée 

dépend avant  t o u t  de son type de  développement su ivan t  que c e l u i  

c i  e s t  sympodial ou monopodial e t  de s e s  capaci tés  de  v i v i p a r i t é ,  

A) LES PLANTES A DEVELOPPEKEMT SYMPODIAL. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Les sympodiales t e l l e s  que Cymbidium, Odontoglossurn, Paphio- 

peailum, Ca t t l eya  e t c , . .  s e  m u l t i p l i e n t  par  d iv i s ion ,  r e j e t s  e t  

boutures.  

L a  d i v i s i o n  des  t o u f f e s  e s t  l a  méthode l a  p l u s  simple. E l l e  

c o n s i s t e  à s é p a r e r  l e s  pseudobulbes e t  à les repiquer  séparément, 

chacun produisant  a l o r s  de nouvel les  pousses. Chez l e  Cymbidiurn, 

il e s t  même p o s s i b l e  d ' u t i l i s e r  des  pseudobulbes agés e t  e f f e u i l -  

l é s ,  l ' i so lement  l evan t  l a  domance des méristèmes a x i l l a i r e s  

q u i  démarrent en nouvel les  pousses f e u i l l é e s  (Photo 1) . 
Les pseudobulbes allonggs d e  Cendrobium peuvent ê t r e  coupés 

en tronçons de 10 à 15 u n  de long. I l  f a u t  a l o r s  les t r a i t e r  

comme des  boutures ,  l e s  rempoter dans un bon mélange de  c u l t u r e  

e t  l e s  p lace r  dans un endroi t  à f o r t e  hygrométrie jusqu 'à  l ' e n -  

racinement complet. 

Lorsque l a  p l a n t e  produi t  d e s  rhizomes ramif iés  t e l  que l e  

Cat t leya ,  on peut  l a  d i v i s e r  à l 'époque du rempotage en prenant 

soin que chaque fragment de rhizome a i t  une pousse. 

B) LES PLANTES A DEVELOPPEMENT MONOPODIAL. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Chez l e s  p l a n t e s  à développement monopodial, hormis c e l l e s  

présentant  des  cas de v i v i p a r i t é ,  il n ' y  a quasiment aucun moyen 

de  l e s  m u l t i p l i e r  végétativement pa r  les méthodes h o r t i c o l e s  

c lass iques .  



C) LES PLANTES PRESENTAWT DES PHENOMEMES DE VIVIPARITE SPONTANEE. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Certa ines  orchidées,  tel les que Cendrobium e t  Phalaenopsis,  

présentent  re lat ivement  fréquemment des  cas  de v i v i p a r i t é  spon- 

tanée  t a n d i s  que chez l e  Paphiopedilum fairieanum par  exemple, 

c e t t e  observat ion est except ionnel le  ( M I ~ I ,  1 9 8 0 ) .  C e  phéno- 

mène a p p a r a i t  généralement au niveau des  bourgeons p résen t s  s u r  

l a  hampe f l o r a l e  m a i s  à des é t a g e s  d i f f é r e n t s  su ivan t  l ' espèce .  

Ainsi  chez Phalaenopsis amabil is  e t  e u u e s t r i s ,  les p l a n t u l e s  

appara issent  à l ' e x t r é m i t é  a p i c a l e  de l a  hampe f l o r a l e .  Chez 

Phalaenopsis cornu-cervi e t  luedemanniana (INTUWONG & SAGAWA, 

1974), s c h i l l e r i a n a  (Anonyme, 1885) e t  s t u a r t i a n a  (SCULLY, 1971),  

l e s  p l a n t u l e s  advent ives  appara issent  aux noeuds de l a  5ase de 

l a  hampe f l o r a l e .  

L e s  p l a n t u l e s  advent ives  ( k e i k i s )  peuvent également prendre 

naissance à p a r t i r  des  méristèmes a x i l l a i r e s  normalement d e s t i n é s  

à l a  formation des t i g e s  f l o r i f è r e s ,  c ' e s t  l e  cas  chez Dendrobium 

phalaenopsis (ROTOR, 1949) .  

Cer ta ines  p lan tes ,  t e l l e s  que Phalaenopsis s t u a r t i a n a  e t  

Neot t ia  nidus-avis,  peuvent p résen te r  également d-es formations 

adventives s u r  l e s  r a c i n e s  (CHAMPAGNAT, 1971; SCULLY, 1971; 

INTUWONG & SAGAWA, 197 4 )  . 

D) LES FACTEURS D'INDUCTION DES PLANTULES ADVENTIVES CHEZ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
PHALAXNOPSIS . 
- - - - - a -  

Au cours  d 'observa t ions  s u r  l e s  ph€nomènes Ge v i v i p a r i t e ,  

c e r t a i n s  chercheurs on t  t e n t é  d ' i n d u i r e  ce phénomène pour f a c i -  

l i t e r  l a  m u l t i p l i c a t i o n  végé ta t ive ,  en p a r t i c u l i e r  chez l e  

Phalaenopsis.  

L e s  Phalaenopsis présentent  deux types  de kourgecns a x i l -  

l a i r e s ,  les uns s i t u e s  B l ' a i s s e l l e  des f e u i l l e s ,  l e s  a u t r e s  

s u r  l a  hampe f l o r a l e .  L e s  nBristèrnes s i t u é s  s u r  l a  p a r t i e  supé- 

r i e u r e  de l a  hampe f l o r a l e  s e  développent en formant l e s  boutons 

f loraux t a n d i s  que ceux s i t u é s  s u r  l a  p a r t i e  i n f é r i e u r e ,  r e s t e n t  

dormants. I l  y aura  donc deux p o s s i b i l i t é s  d ' induc t ion  de 



p l a n t u l e s  adventives,  s o i t  pa r  développeqent des  aGrist&qes 

a x i l l a i r e s  à l ' a i s s e l l e  des  f e u i l l e s ,  s o i t  Far  développeqent 
des  yeux dornants  de l a  hampe f l o r a l e .  

1) Développement des r n é r i ~ t ~ e s  a x i l l a i r e s  3 l ' a i s s e l l e  des 

f e u i l l e s .  

L e  m é r i s t è m e  s i t u é  à l ' a i s s e l l e  des  f e u i l l e s  a  une s t ruc -  

t u r e  p a r t i c u l i è r e  (Fig. 1) . 

f e u i l l e  

é c a i l l e  

meristeme supér ieur  

iris i n f é r i e u r  

Fig .  1 : St ruc tu r e  du nér is teme a x i l l a i r e  de Phalaenopsis 

(d ' après  ROTOR, 1959).  

Quand l e s  condi t ions  pour l ' i n i t i a t i o n  f l o r a l e  s c n t  r é a l i -  
sées, l ' a c t i v i t é  du méristème supér ieur  s ' a c c r o î t  e t  on observe 

a l o r s  une élongat ion rap ide  de  1' inf lorescence .  L e  m@rist&.ne 

i n f é r i e u r  demeure inhibé (ROTOR, 1959) . 
L ' i n h i b i t i o n  de ce  méristème i n f é r i e u r  est en p a r t i e  due 

b un ph4nomSne de dominance ap i ca l e  (ZïlQ!ER & PIEPER, 1979) , 
p u i s q u ' i l  est poss ib le  d ' en  i ndu i r e  l e  développement Far  sup- 

press ion du n é r i s t h e  a p i c a l  ( technique d i t e  " topping")  



(IMTUWONG & SAGAVIA, 1974; REISINGER, BALL & ARDITTI, 1976) .  

Une p l a n t e  a i n s i  t r a i t é e  p l acée  à 27O, p r o d u i t  5 à 7 pousses  

f e u i l l é e s  ap rè s  deux ans  de  c u l t u r e .  Un t r a i t e m e n t  s i m i l a i r e  

peut  5 t r e  réalise s u r  les p l a n t u l e s  f i l l e s .  Par l a  s u i t e ,  i l r i 2  

a l t e r n a n c e  de  tempéra ture  de 2 4 O  d e  j o u r  e t  17' Se n u i t ,  Frovo- 

que une f l o r a i s o n  abondante de t o u t e s  les p l a n t e s  adven t ives  

(TRAN THANH VAN, 1974) .  

La format ion d e  p l a n t e s  adven t ives  sans  suppress ion du mé-  

ristème a p i c a l  peu t  ê t r e  également obtenue pa r  a p p l i c a t i o n  de  

morphactine ( a c i d e  9-hydroxyfluorocarbone-9-N-butylester) au 

niveau d e s  méristèmes a x i l l a i r e s  (KOCH, 1974 a ) .  

2) Développement d e s  méristèmes a x i l l a i r e s  s i t u é s  s u r  l a  

hampe f l o r a l e .  

Le développement provoqué d e s  yeux d e  hampes f l o r a l e s  

a été obtenu pour l a  première f o i s  au B r é s i l  en  1938. La tech-  

nique c o n s i s t a i t  à e n t o u r e r  l e s  noeuds d e  sphaignes  maintenues  

humides, une p l a n t e  advent ive  se développant  p a r f o i s  (SHARA, 

1935, 1952) .  

P l u s i e u r s  f a c t e u r s  c o n t r ô l e n t  l e  développement d e s  yeux 

de hampe f l o r a l e ,  il s ' a g i t  de l a  tempéra ture ,  de  l a  durée  

d ' éc l a i r emen t  e t  d e s  r é g u l a t e u r s  de  c ro i s sance .  

a )  In f luence  de  l a  tempéra ture  e t  d e  l a  durée  d ' é c l a i r e m a n t .  ......................................*..*............... 
C ' e s t  DE V R I E S  en 1953 q u i  a c o n s t a t é  l ' i n d u c t i o n  d e  p l m -  

tes advent ives  p a r  l ' a c t i o n  de  l a  température .  I l  t r a v a i l l a i t  

à Bogor ( Indonés i e )  e t  c o n s t a t a i t  que dans  l e s  c o n d i t i o n s  c l i -  

matiques l o c a l e s  (29-34O de jour  e t  24-2S0 de n u i t ) ,  l e  Phalae- 

nops i s  s c h i l l e r i a n a  déve loppa i t  d e s  hampes q u i  demeuraient à 

l ' é t a t  v é g é t a t i f  e t  formaient  d e s  p l a n t u l e s  advent ives ,  a l o r s  

que l o r s q u ' i l  e x p é d i a i t  s e s  p l a n t e s  3 Tj ikopo (26-32' de  j o u r  

e t  18-20° oe n u i t )  c e l l e s  c i  f l e u r i s s a i e n t  abondamment. 

La tempéra ture  condi t ionne  donc en p a r t i e  l e  mode de  déve- 

loppement des  bourgeons a x i l l a i r e s  d e s  hâmpes f l o r a l e s .  Une 



température cons tante  é l evée  e s t  pr imordiale  au développement 

v é g é t a t i f .  I l  est  même poss ib le  d ' o b t e n i r  l a  formation de plan- 

t u l e s  advent ives  s u r  des  p lantes  en cours  de  f l o r a i s o n  en l e s  

plaçant  à 27O après  avo i r  supprhé l e  n é r i s t h e  a p i c a l  de l a  

hampe f l o r a l e .  AprSs S à 10 mois, l ' a p p l i c a t i o n  d'une tempéra- 

t u r e  nocturne basse  (17O) provoque l e  développement de nouvel les  
= - nampe f l o - r ~ e s d e ë t y p ë a a U n ~ ü r l e s  f t é r f i " i 3 ( T R A N ~  - 

1974) . 
La durée d 'éclairement  joue également un r ô l e  important. 

Placé en jours  c o u r t s  e t  à 18O, l e  Phalaenopsis s c h i l l e r i a n a  

forme de nouvel les  hampes f l o r a l e s  q u e l l e  que s o i t  l a  pér iode 

de l ' année  a l o r s  que normalement il n e  f l e u r i t  qu'une f o i s  en 

début d 'h ive r .  Placé en jours  longs à l a  m ê m e  température,  

l ' i n d u c t i o n  f l o r a l e  e s t  r a l e n t i e  e t  des  pousses advent ives  

peuvent a p p a r a r t r e  s u r  l a  hampe f l o r a l e  (ROTOR, 1959) . 
b) Inf luence  des  r égu la teu r s  de cro issance .  ........................................ 

HORICH (1966) pu i s  TEKS (1974) r e p r i r e n t  l e s  expériences 

de SHAFA (1938). I ls  remplacèrent les sphaignes q u ' u t i l i s a i t  

SHARA par  des sacs en p l a s t i q u e  autour  des  noeuds de  l a  hampe 

03 i l s  i n j e c t a i e n t  d i v e r s  r égu la teu r s  de croisçar.ce. I l  y a v a i t  

p a r f o i s  développement de  k e i k i s  mais l e s  methodes n 'eurent  que 

peu de succos auprès  des  h o r t i c u l t e u r s .  Des r é s u l t a t s  m e i l l e u r s  

ont é t é  obtenus en appl iquant  directement  l e s  phytohormones 

sous forme de p a t e s  s u r  l e s  bourgeons. Les pâ tes  on t  pour 

ckarge i n e r t e  de l a  l ano l ine  (SAWA, 1972) ou une crème ambi- 

ph i l e  (ZI1WER 81 PIEPER, 1979). 

P lus ieu r s  chercheurs  avaient  d é j 2  noté  l ' e f f e t  de l a  

benzylaminopurine (BAP) s u r  l a  levoe de  1' i n h i b i t i o n  des bour- 

geons l a t é r a u x  de p l a n t e s  i n t a c t e s .  Une ramif ica t ion  e s t  

obtenue par aspers ion  f o l i a i r e  de  BAP s u r  l e  p o i n s e t t i a  (Euphor- 

b i a  pulcherina)  (CARPEFJTER, RODRIGUE2 & CARLSON, 1971) e t  p a r  

a ~ p l i c a t i o n  de BAP e t  adénine dans l a  l a n o l i n e  s u r  des bour- 

geons de  r o s i e r s  (PARUPS, 1971). En 1972, SAFVA montre que des  

, -- ..- - a p p l i c a t i o n s  , de BAP s u r  l e s  bourgeons a x i l l a i r e s  de Phalaenopsis 



provoquent l e u r  r a n i f i c a t i o n .  L e s  hampes seconda i res  son t  p a r  

l a  s u i t e  ccndu i t e s  à l a  f l o r a i s o n  p a r  a p p l i c a t i o n  d 'une  asso-  

c i a t i o n  de  BAP e t  d ' a c i d e  q i b b e r e l l i q u e  dans  l a  l a n o l i n e    en da nt 
l ' é t é  (SAFJA, 1977) .  Mais il montre a u s s i  que les bourgeons 

peuvent s e  développer  en k e i k i s .  

Des a p p l i c a t i o n s  succes s ives  de  p â t e  ambiphile renfermant  

de  l a  BAP à r a i s o n  de  2500 à 5000 mg/kg provoquent l a  format ion 

de p l a n t u l e s  advent ives .  D e s  a p p l i c a t i o n s  uniques  de  EAP ou 

6' a c i d e  naph ty l acé t ique  (ANA) provoquent l a  r a m i f i c a t i o n  de  l a  

hampe f l o r a l e .  D e s  a p p l i c a t i o n s  u l t é r i e u r e s  de BAP permet ten t  

l e  développement de  p l a n t u l e s  adven t ives  s u r  l e s  hampes secon- 

d a i r e s  c e  q u i  permet d'augmenter l e  t a u x  de  m u l t i p l i c a t i o n .  

(ZILW~ER & PIEPER, 1979) . 
C e t t e  t echnique  a  quelques  a p p l i c a t i o n s  chez de  nombreux 

h o r t i c u l t e u r s ,  on t r o u v e  m ê m e  de s  p â t e s  p r ê t e s  à l ' emp lo i  dans  

le  conmerce t e l l e  que "KEIKI GROW" ( P l a n t  Hormones, Hani l ton ,  

Canada) . 



II) DE LA MULTIPLICATION VEGETATIVE I N  VIVO A LA MULTIPLICATION ........................................................... 
CLOEIALE I N  VITRO. ----------------- 

Hormis l e  c a s  des  Pleiones oh chaque pseudobulbe forme des  

b u l b i l l e s  3. l e u r  ex t rémi té  (ces  b u l b i l l e s  é t a n t  faci lement  u t i -  

I r 6 e " e s  paür ï a  mulei  pIicati-onpde ces  plante-S) , l e s  mé€hodëis de 
- 

m u l t i p l i c a t i o n  végé ta t ive  n a t u r e l l e  ou i n d u i t e  présentent  un 

c e r t a i n s  nombre d ' inconvénients : 

- les méthodes convent ionnel les  de m u l t i p l i c a t i o n  par  d i v i -  

s i o n  de t o u f f e s  son t  longues. Selon J.P. BLOWERS (1964),  

su ivant  le  genre,  il f a u t  environ 10 ans pour o b t e n i r  de 

6 à 1 2  p l a n t e s  de  t a i l l e  adu l t e .  De p lus  c e s  techniques 

genent considérablement l a  f l o r a i s o n  de l ' année  su ivan t  

l a  d iv i s ion .  

- les chances de  r é u s s i t e  de m u l t i p l i c a t i o n  par  bouturage 

quand e l l e  est poss ib le  son t  très a l é a t o i r e s .  

- l a  formation de k e i k i s  e s t  re lat ivement  r a r e  spontanément. 

De m ê m e ,  l e s  méthodes de m u l t i p l i c a t i o n  véggta t ive  i n d u i t e  

(essent ie l lement  l e  cas  de  Phalaenopsis) q u i  permet t ra ient  un 

taux de m u l t i p l i c a t i ~ n  potent ie l lement  p l u s  important présentent  
\ 

p l u s i e u r s  l i m i t e s :  

- l e  topping peut  conduire à des  dommages importants  

pouvant e n t r a i n e r  l a  mort de l a  p l a n t e  mère. 

- l ' u t i l i s a t i o n  de régu la teu r s  de  cro issance  p o u r r a i t  ê t r e  

beaucoup p l u s  i n t é r e s s a n t e  mais l ' i n s u f f i s a n c e  de données 

s u r  l'ensemble des  f a c t e u r s  conduisant 2 l a  formation de 

k e i k i s  rend c e t t e  pra t ique  t r o p  hasardeuse bien que c e t t e  

méthode a i t  1' avantage de  ne pas l é s e r  l a  p l a n t e  mère. 

La découverte des  techniques de  propagation c lôna le  par  

c u l t u r e  de méristèmes apicaux d 'orchidées  i n  v i t r o  (MOREL, 1960) 

a  permis d ' appor te r  une reponse 2- c e r t a i n s  problèmes que rencon- 

t r a i e n t  l e s  h o r t i c u l t e u r s  t e l s  que: 

- l a  synchronisat ion des d a t e s  de  f l o r a i s o n  avec l e s  pér io-  



des  de  f o r t e  demande en f l e u r s  coupées, t o u s  l e s  i n d i v i -  

dus  d 'un même c lône  répondant de l a  même manière  à un 

t r a i t e m e n t  c u l t u r a l .  

- l a  c u l t u r e  e n  grand nombre d e  p l a n t e s  de  v a l e u r  reconnue 

a l o r s  que l ' ex t r ème  h é t é r o z y q o t i e  des  o rch idées  coinmercia- 

les rend  v a i n e  t o u t e  t e n t a t i v e  d ' é t ab l i s semen t  de l i g n é e s  

pures .  

- l a  c u l t u r e  d ' hyb r ides  i n t e r g é n é r i q u e s  dont les  g r a i n e s  

s o n t  s t é r i l e s .  

Enfin e t  s u r t o u t ,  l a  c u l t u r e  d e  a 6 r i s t h e s  rend p o s s i b l e  

l a  m u l t i p l i c a t i o n  en  nombre i l l i m i t é  de  c e r t a i n s  gen res ,  e t  ce, 

b e ~ u c o u p  p l u s  rapidement que p a r  les nethodes  conven t ionne l l e s .  

Ains i ,  il est  p o s s i b l e ,  Z p a r t i r  Z'un mêrist&ne de Cymbidium, 

d ' o b t e n i r  p l u s  de 4 000 000 de  p l a n t u l e s  i den t iques  en  un an. 



III) LA MULTIPLICATION VEGETATIVE I N  VITRO. ...................................... 

Avant de  donner un r ap ide  aperçu d e s  recherches  e f f e c t u é e s  

s u r  les techniques d e  m u l t i p l i c a t i o n  vSgé ta t ive  i n  v i t r o  d e s  

o rch idées  les p lus  connues, nous nous é tendrons  p l u s  pa r t i cu -  

l i è rement  s u r  t r o i s  p l a n t e s  : - 
b- - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - -  - 

A : l e  Cymbidium, p l a n t e  remarqüable par  son a p t i t u d e  à 
1 

être m u l t i p l i é e  i n  v i t r o .  C ' e s t  s u r  l e  Cymbidium que 

MOREL m i t  au p o i n t  s a  technique de r égéné ra t ion  e t  de 

m u l t i p l i c a t i o n  de protocornes  . 
B : le Phalaenopsis ,  chez q u i  les techniques  p ra t iquées  

avec le  Cymbidium n e  son t  pas a p p l i c a b l e s ,  mais q u i  peut  

être m u l t i p l i é  végétat ivement  i n  v i t r o  p a r  d ' a u t r e s  moyens. 

C : le  Paphiopedilum, p l a n t e  j u s q u ' i c i  r e b e l l e  à t o u t e  ten-  

t a t i v e  de propagat ion c l ô n a l e  conmerciaieiient a p ~ ï i c a b ï e .  

A) LA PROPAGATION CLONALE DU CYMBIDIUM. - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

L a  découverte e s s e n t i e l l e  q u i  a l l a i t  permet t re  un e s s o r  

e x t r a o r d i n a i r e  de l a  c u l t u r e  d e s  orch idées  f u t  r é a l i s é e  par  le 

D r  Georges MOREL en 1960. Ce lu i  c i  s i g n a l a i t  dé jà  en 1956 que 

chez les p l a n t e s  a t t e i n t e s  de maladies à v i r u s ,  l e  méristème 

a p i c a l  a i n s i  que l'embryon échappa i ln t  3 l ' i n f e c t i o n .  E t  c ' e s t  

en app l iquan t  les techniques  de c u l t u r e  i n  v i t r o  e x i s t a n t e s  

(WETMORE & NOREL, 1949; WETMORE, 1954) à l ' é t u d e  de l a  t r a n s -  

miss ion des  v i r u s  chez l e  Cymbidium, q u ' i l  reiriiarqua que le  m é -  

r i s t G m e  a p i c a l  c u l t i v é  s u r  m i l i e u  de KNUDSON (1946) glucosé,  

g r o s s i t  rapidement e t  forme une masse globuleuse,  en tourée  de 

r h i z o ï d e s ,  absolument analogue à un protocorme au sens  de  

BERNARD (1908).  L e  dévelcppenent du m é r i s t è m e  est  en t o u t  

p o i n t  i den t ique  à c e l u i  d 'un  embryon (Fig.  2 e t  3 )  . 
S i  a u s s i t 6 t  ap rès  l ' a p p a r i t i o n  des  f e u i l l e s ,  l e  protocorne 

est  sec t ionné  en t r o i s  ou q u a t r e  fragments, on c o n s t a t e  que 

chaque fragment repiqué s u r  un m i l i e u  ident ique ,  bourgeonne e t  

reforme de q u a t r e  à h u i t  "protocorm l i k e  body" (MOREL, 1964) 

semblables aux précédents  (Fig. 4 ) ,  ;i bien  que l ' o n  peut 



nér is tèrne 

méristème 

a p i c a l  

a x i l l a i r e  

F i g . , 2  : Mode de prélèvement d e s  méristèmes a p i c a l  e t  a x i l l a i r e  

( d ' a p r è s  MOREL, 1970) . 

zose  de 
2éqreloppement 

F ig .  3 : Coupe d ' u n  méristème a p i c a l  a p r è s  deux mois de 

c u l t u r e  montrant  l e s  zones d e  développement des 

protocormes (d ' a p r è s  MOREL, 19  70) . 



Fig .  4 : Régénérat ions  de  protoccrmes a p a r t i r  d ' u n  f r aqnen t  

de nro tocorne  ( d ' a p r è s  :,TOREL. 1 3 7 1 )  . 



r ep rodu i r e  ce  phénomène a u s s i  souvent  qu'on l e  d é s i r e  e t  mainte- 

n i r  i ndé f in imen t  c e t  é t a t  j uvén i l e .  Par  con t r e ,  dès que l ' o n  

cesse  de  f ragmenter  les protocormes,  une p l a n t u l e  se uéveloppe 

s u r  l a q u e l l e  s e  forment d e s  r a c i n e s .  A ins i  dans le  c a s  du 

Cyxnbidium,,chaque bourgeon peut  rggénérer  t r o i s  à c inq  protocor-  

mes en deux mois. Chaque pro tocorne  peut  a l o r s  ê t re  sec t ionné  

en q u a t r e  morceaux, chacun régénéran t  à son t o u r  l e  m ê m e  nombre 

de  protocormes. D e  c e t t e  manière  en un an,  il est p o s s i b l e  de 

p rodu i r e  p l u s i e u r s  c e n t a i n e s  de  mi l l ie rs  de p l a n t e s  t o u t e s  iden- 

t i q u e s  e n t r e  el les (MOREL, 1960; 1963; 1964 a e t  b; 1965 a e t  O; 

1970; 1974) .  

Depuis l a  découver te  de  MOREL, de nombreuses recherches  

on t  été  e f f e c t u e e s  d 'une p a r t  s u r  l a  r égéné ra t ion  de  protocor-  

m e s  p a r  c u l t u r e  de mC5ristèmes apicaux e t  a x i l l a i r e s  e t  d ' a u t r e  

p a r t ,  s u r  l a  m u l t i p l i c a t i o n  d e  ces protocornes .  

Les d i f f é r e n t e s  t echniques  d e  c u l t u r e  d e s  m é r i s t h e s .  

a )  Méristème a p i c a l  e t  méristème a x i l l a i r e .  
. . . . . . o . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . * * O  

Généralement l e  clônage d e  protocornies de Cymbidium est 

i n i t i é  p a r  c u l t u r e  de m é r i s t è m e  a p i c a l  p ré l evé  s u r  une jeune 

pousse l a t é r a l e  longue d ' env i ron  10 cm. C e t t e  t echnique  a 

l ' a v a n t a g e  d ' a s s u r e r  une c r o i s s a n c e  p l u s  a c t i v e  du mer i s the  

t e rmina l  m a i s  également p r é s e n t e  une p l u s  grande s é c u r i t é  

d ' a s e p s i e  d e s  c u l t u r e s ,  les jeunes  pousses  en c r o i s s a n c e  é t a n t  

na tu re l l emen t  peu contaminées p a r  r appor t  aux Fousses a d u l t e s  

(MOREL, 1960; 1964 a e t  b; 1965 a e t  b) . 
T o u t e f o i s ,  il e s t  p o s s i b l e  de  démarrer  une c u l t u r e  de 

protocormes à p a r t i r  de  méristèmes a x i l l a i r e s  p r é l e v é s  s u r  des  

pseudobulbes a d u l t e s .  Seu ls  les m é r i s t s m e s  de  l a  p a r t i e  aé r i enne  

du pseudobulbe s o n t  u t i l i s é s  (envi ron  une d i z a i n e  de  méristèmes), 

ceux de l a  p a r t i e  s o u t e r r a i n n e  se développant en p l a n t u l e s  ou 
en t i g e s  f l o r a l e s .  Repiqués s u r  le  m i l i e u  C de KT3JCSON (1946) 

add i t i onné  de BAP (10-~ M / 1 )  pour con t r eba l ance r  l e  phGnomène 

de dominance a p i c a l e ,  les méris tèmes s u p é r i e u r s  se développent 

en un grand nombre de protocormes (environ une v i n g t a i n e ) .  



Cet t e  xéthode malgré quelques d i f f i c u l t G s  d. 'asepsie p resen te  

1' avantage de ne pas n é c e s s i t e r  de  microdissec t ion ,  l e s  explan- 

t a t s  é t a n t  suffisamment grosmais  a u s s i  c^e n o n t r e r  un Zhveloppe- 

ment t r è s  r ap ide  des  méristSmes en ~ r o t o c o m e s  (TRAIE THANH VAN, 

l 9 7 4 , b ) .  

b )  Choix du m i l i e u  de c u l t u r e .  ........................... 
L 1  i n i t i a t i o n  d 'une c u l t u r e  de  protocornes  peut ê t r e  r é a l i -  

s é e  s o i t  ent ièrement  s u r  mi l i eu  gé losé  t e l  que MOREL l ' a  d é c r i t ,  

s o i t  pa r  ensemencement du méristème e t  des  protocormes s u r  n i l i e u  

l i q u i d e  a g i t é  (WIMBER, 1963, 1965) .  L e s  deux types  de mi l ieux  

peuvent a u s s i  ê t re  as soc ié s ,  une p r é c u l t u r e  é t a n t  r é a l i s é e  s u r  

mi l i eu  1iqci.de a g i t é  avant t r a n s f e r t  s u r  mi l i eu  gé lose  (SAGAVV'A, 

S H O J I  & S E O J I ,  1966 ; LONNESEECH, 1972 a e t  b) . 
L ' u t i l i s a t i o n  du mi l i eu  l i q u i d e  f a v o r i s e  l e  développement 

des  protocormes e t  inh ibe  p a r t i e l l e m e n t  l a  formation des  t i g e s  

e t  des  r a c i n e s  a l o r s  que le  mi l i eu  gé losé ,  d 'un emploi p lus  a i s é ,  

a c c é l s r e  l a  r égéné ra t ionL  des  p l a n t e s .  

2 )  La n u l t i p l i c a t i o n  des  protocormes. 

a )  Inf luence  de l ' é t a t  physique du mi l i eu .  
...............................o..... 

Quatre é t a t s  d i f f E r e n t s  des  mi l i eux  de c u l t u r e  o n t  é tE 

u t i l i s é s ,  ce son t :  

- l e  m i l i e u  s o l i d e  gé losé ;  

- l e  m i l i e u  l i q u i d e  a g i t é  p a r  r o t a t i o n ;  

- 1- m i l i e u  l i q u i d e  s t a t i q u e ;  

- l e  mi l i eu  l i q u i d e  t r a v e r s e  pa r  un courant d ' a i r  s t é r i l e .  

Les mi l ieux  l i q u i d e s  permettent  un taux  de m u l t i n l i c a t i o n  

t r S s  supé r i eu r  2 c e l u i  obtenu avec l e s  mil ieux gé losés .  Toute- 

f o i s  il r e t a r d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  p l a n t u l e s  s u r  l e s  proto-  

cornes  (KUSUMOTO, 1980 ,a ) .  

I l  est  à n o t e r  qu 'en  mi l i eu  l i q u i d e ,  p lus  110xyg6nation 

e s t  f a i b l e ,  p l u s  l a  d i f f é r e r - c i a t i o n  des  p l a n t e s  e s t  r e t a r d é e  

e t  c ' e s t  l e  cas  du mi l i eu  l i q u i d e  s t a t i q u e  (HOMES, FRESON & 



VERMYLEN, 1973) ,  t a n d i s  que l ' e n p l o i  de  mi l i eux  l i q u i d e s  t r a v e r -  

s é s  p a r  un courant  d ' a i r  s t é r i l e  permet des  t a u x  de m u l t i p l i -  

c a t i o n  t r è s  impor tan ts  ( p l u s  d ' un  kilogramme d e  protocormes o n t  

é t é  obtenus  en  1 4  semaines e t  un s e u l  repiquage)  (KOCH, 1973, 

1974, c; PIEPZR & ZIPWER, 1976, a )  . L e  m i l i e u  l i q u i d e  a g i t e  

donrie des  r é s u l t a t s  LntermSdiai res  (WIPIBER, 1963) . 
Enfin ,  l ' u t i l i s a t i o n  de  mi l i eux  l i q u i d e s  a c c r o î t  l a  sen- 

s i b i l i t e  d e s  protocormes 2i l ' a d d i t i o n  de  r é q l a t e u r s  de  c r o i s -  

sance a l o r s  que l ' e m p l o i  de  mi l i eux  gé losés  n i v e l l e  p l u s  ou 

moins les Z i f f é r e n c e s  de  r é a c t i o n  (KUSUMOTO, 1980, a )  . 

b )  L a  formulat ion d e s  s o l u t i o n s  minéra les .  ..................*.................. 0 .  

Les s o l u t i o n s  miné ra l e s  les p lus  courmment u t i l i s é e s  son t  

celles proposées p a r  KNUDSON (1946) (MOREL, 1964; 1965; -;YLATSUI, 

KAWAI & SAMATA, 1970; ZIMMER & PIEPER, 1976; DALLA ROSA & LANERI, 

1977) ,  FIIMBER ( 1963) (FONMESBECH, 1972 a  e t  b)  , TSUCHIYA (1954) 

qui n ' e s t  a u t r e  que l a  s o l u t i o n  de  WHITE (1943) (KUKULCZANKA & 

PALUCH, 1971) ,  MURASHIGE & SKOOG (1962) (RUCKER, 1974, 1975; 

NAGL & RUCKER, 1972; de  BRUIJNE & DEBERGH, 1974) e t  p a r  Km0 

(1965) ( formulat ion d i t e  s o l u t i o n  de Kyoto) (KUSUMOTO & FURUKAWA, 

1977; KUSUMOTO, 1980, a)  . (Table  1) .  

Peu de t ravaux  o n t  é t é  p u b l i é s  pour comparer l e s  q u a l i t é s  

de  c e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x  e n t r e  eux, nous c i t e r o n s  seulement 

KUSUMOTO & FURURAWA (1977) q u i  o n t  montré l a  s u p é r i o r i t é  de 

l a  s o l u t i o n  de  Kyoto s u r  les mi l i eux  de  KNUDSON (1946) e t  

WHITE ( 1943) .  

Notons a u s s i  que de BRUIJPIE & DEBERGH (1974) o n t  é t u d i é  

l e  r 6 l e  de  d i f f é r e n t s  i o n s  de l a  s o l u t i o n  de XUFLASHIGE & SXOOG 

(1962) .  L e s  é léments  N t  P e t  K son t  é v i d e m e n t  incZispensables, 

l ' a b s e n c e  de  S  e t  C a  ne gène que modérément l a  c ro i s sance  de 

fragments d e  protocormes t a n d i s  que l ' a b s e n c e  de  Wq f a v o r i s e  

l a  d i f f é r e n c i a t i o n  G e s  p l a n t u l e s .  A 1' inve r se ,  l ' a u p e n t a t i o n  

de l a  concent ra t ion  en Elq i n h i b e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  p l a n t u l e s  

(KUKULCZANKA & JASTEZEBSKA-KOLODY?lSKP- , 137 6 ) . 



c l  L e s  suc re s .  ........... 
D i f f é r e n t s  s u c r e s  s o n t  u t i l i s a b l e s  p a r  l e s  protocorries de  

Cynbidium. A ins i  à l a  concen t r a t i on  de 2  % ,  l a  c ro i s sance  l a  p l u s  

a c t i v e  e s t  obtenue en u t i l i s a n t  du saccharose  p u i s  pa r  o r d r e  dé- 

c r o i s s a n t :  mal tose  - glucose  - f r u c t o s e  - riannose (FON?IESEECH, 

1972, b). 

En présence de  saccharose ,  l a  c r o i s s a n c e  des  protocormes 

e s t  cp t imale  à l a  concen t r a t i on  i?e 2% (FONNESBECH, 1472, 5; 

VFJJ SEVEREN & COUTF25Zf 1974; KUSUMOTO, 1980, a )  , a l o r s  que 

l ' a cc ro i s semen t  en  po ids  sec e s t  o p t i m a l  2 4 %  (VXi' SEVZRZX & 

COUTFXZ, 1974) . Enf in ,  l a  t e n e u r  en m a t i è r e  sèche augmente 

para l lè lement  E l a  concen t r a t i on  en s u c r e  du m i l i e u  2e c u l t u r e  

L a  concen t r a t i on  en saccharose  du m i l i e u  joue Gqalement 

s u r  l a  t eneu r  en  ch lo rophy l l e ,  c e l l e  c i  é t a n t  Z ' au t an t  p l u s  

f a i b l e  que l a  concen t r a t i on  en suc re  a u p e n t e ,  l a  t e n e u r  en  

ch lorophyl le  é t a n t  maxiinale 2 0,25% (VAN SEVEREN, 1973; TTAN 

SEVEREN & COUTREZ, 1974; XUSUMOTO, 1980, a)  de  même, l a  fcrme 

des  p l a s t e s  d i f f s r e  avec l a  t e n e u r  du m i l i e u  en suc re  

(HOMES & Vm SEVEREN, 1972, 1973, b )  . 
Enfin ,  l a  v i t e s s e  de  d i f f é r e n c i a t i o n  des  p l a n t u l e s  v a r i e  

avec l a  concen t r a t i on  en suc re  e t  pa s se  pa r  un o ~ t ~ u ~  à 0 , 6 % .  

Au Cielà, l a  n u l t i p l i c a t i o n  des  pro tocornes  est f a v o r i s é e  

(FRESON, 1969; HOMES & VAN SEVEREN, 1973, a ) .  

d )  L e s  a d d i t i f s  o rgan iques  complexes. .................................. 
L '  a c t i o n  d ' u n  grand nombre d ' a d d i t i f s  o rçan iqües  complexes, 

depuis  longtemps u t i l i s é s  dans les mi l i eux  pour germinat ions  

a sep t iques  a  é té  é t u d i é e  pour l a  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  protocormes 

de  Cymbidium. L e s  p l u s  courizriunent u t i l i s 6 s  son t  les su ivan t s :  

- l e  l a i t  de coco : il f a v o r i s e  net tement  l a  x u l t i p l i c a t i o n  

des  protocormes à l a  concen t r a t i on  de 10% (FONNESBECE, 1972 

b; DALLA ROSA & LANEEI, 1977) . Aux concen t r a t i ons  é l e v é e s  

( 2 5 % ) ,  on c o n s t a t e  une i n h i b i t i o n  p a r t i e l l e  de  l a  d i f f é -  

r e n c i a t i o n  d e s  p l a n t u l e s  (KUSUl!OTO, 1980, a )  . 



- l ' h y d r o l y s a t  de  caséine: il accé lè re  l a  c ro issance  des 

 rotoc cor mes e n t r e  400 ng/ l  (KUKüLCZ-r\l.IKA, PALUCH & 

Ft'OZRKOWSKA-NATBmIEC, 1975) e t  2 ç/1 (FONNESBECH, 1972, b) . 
- l a  peptone: son e f f e t  optimum se s i t u e  à 2 g/l ,  des  con- 

c e n t r a t i c n s  supér ieures  inhibent  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des 

p l a n t u l e s  (KUKULCZANKA & PALUCH, 1971). 

- l a  t ryptone:  l'optimum d e  concentrat ion de ce c a ~ p o s é  se 

s i t u e  e n t r e  2 g / l  (KUSUMOTO, 1978) e t  4 g / l  (FONNESBECH, 

1972, b) . La t ryptone  a une a c t i o n  s t imulante  s u r  l a  

v i t e s s e  de d i f f é r e n c i a t i o n  des p lan tu les  (KUSUMOTO, 1978).  

- l a  banane v e r t e :  à r a i son  de  150 g / l ,  c e t  a d d i t i f  favo- 

rise l a  c ro issance  des protocormes a i n s i  qu'une d i f f é -  

r enc ia t ion  d e s  p lan tu les  précoce. La banane v e r t e  s t imule 

nettement l e  développement r a c i n a i r e  des jeunes p lan tes .  

I l  est à n o t e r  que l ' a c t i o n  de ce  complexe organique e s t  

t r è s  nettement a f f a i b l i e  par  add i t ion  de peptone ou de 

t ryp tone  (KUSUMOTO & FUF.UKAYA, 1977) . 
- l a  sève de bouleau blanc: u t i l i s é e  par PIEPER & ZIT4MER 

en remplacement du l a i t  de coco, son ac t ion  est favorable  

à l a  c ro i s sance  des protocormes quand e l le  e s t  addi t ion-  

née ra i son  de 10% (PIEPER & ZIEWER, 1974; ZIPfMER & 

e )  Les r é g u l a t e u r s  de  croissance.  .............** '*....O..... 

Les f a c t e u r s  de cro issance  modif ient  2 l a  f o i s  l a  p r o l i f s -  

r a t i o n  des  protocormes e t  l e u r  d i f f é r e n c i a t i o n .  

P lus ieu r s  molécules ont é t é  é tudiées :  

- L' acide  naphtylacét ique (APTA) a u p e n t e  nettement l a  

c ro issance  des protocornes mais en diriinue l e  nombre. Le poids 

optimum d e  mat ière  f r a î c h e  e s t  obtenu pour des concentrat ions 

v a r i a n t  e n t r e  1 e t  10 pFm (SCULLY, 1967; PaINEET & XOI-IF., 1367; 

FONMESBECH, 1 9 7 2 ,  a ;  KUKULCZANKA, 1975) .  Des concentrat ions 

t r o p  é levées  e n t r a i n e n t  l ' a p p a r i t i o n  de malfornations e t  de 

défauts  de  co lo ra t ion  (TORIXATA, 1968; FONNESEECH, 1972, a ) .  



- L ' a c i d e  2,4-dichlorophénoxyac~tique ( 2 , 4 - D )  5. l a  concen- 

t r a t i o n  B e  1 pM provoque un t r ? s  f o r t  a cc ro i s senec t  àu  poids des  

protocormes. Aux concen t r a t i ons  s u ~ é r i e u r e s ,  l a  c r o i s s a n c e  e s t  

t r e s  rapidement i nh ibée .  Tou te fo i s ,  l ' u t i l i s a t i o n  du 2 , 4 - D  

e n t r a i n e  1 ' a p p a r i t i o n  de  t r è s ,  ncrnbreuses inalf om.at ions  (UECA & 

TORIKATA, 1968; FONNESBECH, 1972, a )  . 

- Les cy tok in ines  t e l l e s  que l a  k i n é t i n e  e t  l a  kenzyl-  

aminopurine (EAP) modi f ien t  peu ou i n h i b e n t  légsrement  1 ' acc ro i s -  

sement pondéral  d e s  c u l t u r e s  (FONNESBECH, 1972, a ;  KUSUMOTC, 

1980, a ) .  Par  c o n t r e ,  c e s  subs t ances  augmentent net tement  l e  nom- 

b r e  de p r o t c c o m e s  néofornés  par  c u l t u r e  avec un opti-uro. de con- 

c e n t r a t i o n  de  0 , l  p~rn pour l a  BAP (MATSUI, KAWAI & SAXATA, 1970) 

e t  ce  1 ppm pour l a  k inE t ine  (KUKULCZANKA, 1975).  

- L'acicïe g i b b é r e l l i q u e  i n h i b e  r a r t i e l l e m e n t  l a  c ro i s sance  

des  protocormes de  Cymkidium (FONNESBECH, 19 72, a ;  KUKULCZi?NRA, 

1975) .  a 

e.2 @fl;encg i e g  ~ E g u L a g e ~ r ç  Ge _ _ _ _ _ _ _ _  c ro i s sance  s u r  l a - d i f f é r e n c i a t i o n .  - - - - -  
L e s  auxines  aux doses  courmment u t i l i s é e s  o n t  peu d ' i n f l u -  

ence s u r  l a  d i f f é r e ~ c i a t i o n  des p l a n t u l e s .  Notons s e u i = ~ e n t  qu '  

aux c o n c e c t r a t i o n s  é l evées  (1 3 5 p p ) ,  l ' a c i d e  i n d o l y l a c é t i q u e  

(MA) s t h u l e  1 'enracinement (KUKULCZMIKA, 1975) , 1 'PJTTA r e t a r d e  

1' a p p a r i t i o n  Cles pousses  f e u i l l k e s  (FONNESEECH, 1972, a ;  I;USU:!OTO, 

1980, a )  e t  e n f i n  qu ' en  mi l i eu  l i q u i d e ,  l e  2 , 4 - D  bloque t o u t e  

Z i f f  é r e n c i a t i o n  (I<üSUî.IOTO, 19 90, a )  . 
L e s  c y t o k i n i n e s  on t  comme e f f e t  naj  eu r  de r e t a r Z e r  1 ' appa- 

r i t i o n  2 e s  t i g e s  e t  d' i n h i b e r  l e  d 6 v e l o ~ ~ e m e n t  r a c i n a i r e  (NATSUI, 

RAWAI & SX4ATA, 1970; FONNESEECR, 1972, a ;  P.UCXER, 1974; 

KUI;ULCZ3XKA, 1975; KUSUKOTO, 19R0, a )  . 
L e s  g i b h r r e l l i n e s  ~ r o v o q u e n t  une d i f f é r e n c i a t i o n  r a r i d e  

<es p l a n t u l e s  e n t r e  1 e t  5 (FOWNFSEECE, 1972, a ;  FU6ULCZP2JE:AI 

1975; XUSUIflOTO, 19?0,  a ) .  



En a s s o c i a n t  ce s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  de  c r o i s s a n c e ,  on ne 

rnoi!if i e  gusre  l ' e f f e t  de  chacun d 'eux s u r  l a  n u l t i p l i c a t i o n  p a r  

c o n t r e  les  a s s o c i a t i o n s  se rGvèlent  e f f i c a c e s  pour c o n t r ô l e r  l a  

i d i f f g r e n c i a t i o n  des  p l a n t e s .  KUSUMOTO (1978) p récon i se  su ivan t  
l 
1 l e  but  recherché ,  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  a s s o c i a t i o n s  su ivan tes :  
1 

- n u l t i p l i c a t i o n  d e s  pro tocornes  2,4-D 0 , l  ppm + K 1 , O  ppm 
- a p p a r i t i o n s  d e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s  2 , 4 - D  0 , l  pFm + AG3 1 , O  ppn 

- développement d e s  t i g e s  2,4-D 0 , l  ppn + AG3 1 , O  p p  

- développement d e s  r a c i n e s  AG3 1 , O  p ~ m  + ANA O , l  p p  

a l o r s  que IHATSUI, KAWAI & SN-IATA (1970) p récon i sen t  pour une 

d i f f é r e n c i a t i o n  rap ide ,  l a  combinaison su ivan te :  BAP 10 pP 

e t  P J A  1 ppm. I l  est  d ' a i l l e u r s  2 remarquer que dans  ce  ca s ,  

l ' a s s o c i a t i o n  d'ANA à l a  BAP i n v e r s e  l e s  e f f e t s  que c e t t e  

d e r n i è r e  a u r a i t  pu e n t r a i n e r  s e u l e .  

f )  Le pH du a i l i e u  de c u l t u r e .  ........................... 
L e s  protocormes de  Cynbidium son t  capables  de  s e  développer 

s u r  d e s  mi l i eux  à pH f o r t  d i f f é r e n t s  (à p a r t i r  de  3,O) en r é t a -  

b l i s s a n t  eux-mêmes l e  pH du m i l i e u  à une v a l e u r  f avo rab le  h 

l e u r  développement (Vm SEVEREN, 19 74 ) . L ' optimum d e  c ro i s sance  

est observé Four d e s  pH v a r i a n t  e n t r e  5,O e t  5 , s  (IiUSUMOTO, 

1980, b) . 

g) La lumière  e t  l a  température .  ............................. 
AOflIES a VPN SEVEREN ( 1 9 7 3 ,  a) on t  montré que p l u s  --- -.. l a  durée  

d ' éc l a i r emen t  e s t  longue, p l u s  l ' a cc ro i s semen t  pondgral  des  

protocormes e s t  important  a l o r s  que l ' i n t e n s i t é  lumineuse n ' a  

prat iquement pas  d ' i n f l u e n c e  ( e n t r e  2900 e t  5500 Lux).  

Pour l e s  t empéra tures ,  il n ' y  a ?as  d ' é t u d e  systémat ique 

m a i s  on c o n s t a t e  que l e s  t empéra tures  de  c u l t u r e  s c n t  l e  p l u s  

souvent v o i s i n e s  <e 23-25'. 

3 )  La c r o i s s a n c e  des  p l a n t u l e s  i n  v i t r o .  

Pr imit ivement ,  l e s  p l a n t u l e s  i s s u e s  du développement des 

protocormes é t a i e n t  r ep i auées  en s e r r e  a l o r s  q u ' e l l e s  n ' a t t e i -  

gna i en t  qu 'un cen t imè t r e  de hau t  (KOREL, 1960) .  



Depuis, il a  paru p r e f é r a b l e  de  con t inue r  l a  c u l t u r e  d e s  

jeunes p l a n t u l e s  en cond i t i ons  aseptiques s u r  n i l i o u  s y n t h i t i q u e .  

L e  p l u s  s imple  est  de r ep ique r  c e s  jeunes  p l a n t u l e s  s u r  l e  même 

mi l i eu  de  base que c e l u i  u t i l i s é  pour l a  m u l t i p l i c a t i o n  des  

protocormes mais il p r é f é r a b l e  de  n icd i f ie r  légèrement l a  s o l u t i o n  

n u t r i t i v e .  

A h s i  l ' a d d i t i o n  d e  composés organiques  ccm2lexes e s t  héné- 

f i q u e  5 l a  c r o i s s a n c e  d e s  p l a n t e s ,  MOREL (1974) remplace les 

100 n l / l  de  l a i t  de coco du m i l i e u  de  m u l t i p l i c a t i o n  pa r  4 0  ç/1 

de banane v e r t e ,  200 m l / l  de  j u s  d ' ananas  e t  500 mg/l d'émul- 

s i o n  de po isson .  Les e f f e t s  s t i m u l a t e u r s  de  l a  c r o i s s a n c e  de  l a  

banane v e r t e  o n t  é tE également montrés pa r  DALLA ROSA & LAEGRI 

(1377) e t  KUSUMOTO & FUEUETATIA (1977) .  

L 'appor t  d ' une  q u a n t i t é  supplémentai re  d1Elérnents minéraux 

au m i l i e u  de  base  avant  repiquage (PFGSAD & MITFA, 1975) ou e n  

cours  de  c u l t u r e  (KUSUMOTO, 1981) permet une c ro i s sance  p l u s  

a c t i v e .  

L e s  r é g u l a t e u r s  de  c ro i s sance  jouent  également un r ô l e  

important  s u r  l a  c ro i s sance  des  p l a n t u l e s ,  KUSUi4OTO (1981) a 

d a t e r n i n é  que l ' a s s o c i a t i o n  op t imale  e s t  0 , l  ppn de  2 ,4-D,  

1.0 ppm d'ANA e t  5 à 10 ppm d'AG3, l ' a c t i o n  p o s i t i v e  ou néga t ive  

d e s  cy tok in ines  é t a n t  r e s t é e  peu c l a i r e .  

Enf in ,  il e s t  à n o t e r  que l ' é c l a i r e n e n t  con t inu  d e s  c u l t u -  

r e s  provoque un r e t a r d  de  l a  c r o i s s a n c e  (O?iEP.CY??XISTER, 1970 a 

e t  h ;  1971; KUSUMOTO, 1981) .  

Lcraque l e s  p l a n t e s  a t t e i q n e n t  8  5 10 cni de longueur,  l e s  

p l a n t e s  s c n t  a l o r s  a p t e s  5 ê t r e  repiquSes  en s e r r e .  

4 )  Les a u t r e s  méthodes de  m u l t i p l i c a t i o n  v é q é t a t i v e  Bu Cymbidium. 

Zn 1965, !;inber a  r,ontrG l a  c o s s i b i l i t é  d e  n e o f o r i a t i c n  

cle pro tocornes  2 ? a s t i r  Be très jeunes  f e u i l l e s  de pousses 

i ~ m a t u r e s  cu1t iv f ;es  s u r  mi l i eu  de VACIrJ n :\:E?:T (1949) liquic?e 

a q i t é .  

F . C .  SSFIQLRD e t  K.O. XAFES o n t  t r a v a i l l é  s u r  l a  ~ o s s i b i l i t é  



de c u l t i v e r  des  c e l l u l e s  isolGes de  Cymbidium, l e  passage Far 

l e  s t a d e  c e l l u l a i r e  ayant  l ' avan tage  de f o u r n i r  un ncsk re  t r e s  

i a p o r t a n t  c ï ' ind iv idus  en un t e m ~ s  r e s t r e i n t .  Four c e l 2 ,  i l s  cnt 

r e y i q u E s  apreç  çuel-ueç semaines ce c u l t u r e  s u r  m i l i e u  ?e TTEITZ 

..+ CA, (1943) gGlosC a2iiitionri.É Se 10 "oce l a i t  Ce cccc e t  5 ;p? C'7.77 

un :[GrictZxe a p i c a l  en ~ . i l i e x  l i q u i d e  a g i t 6  adGitionnE de l a i t  

c2.e coco e t  5 FFrn Se  2,4-D e t  o n t  c o n s t â t z  l ' a p ~ a r i t i o n  dans  l e  

n i l i e u  de c u l t u r e  Ze c e l l u l e s  i s o l f e s .  Ces c e l l u l ~ s  c n t  Été  

e n s u i t e  rep iquees  s u r  l e  aême m i l i e u  n a i s  dont  l e  2,4-D a  é t é  

remplacé p a r  de 1 ' P N A  e t  o n t  f o m é  de nombreux p r c t o c c m e s .  Par 

l a  s u i t e ,  l a  n o r n a l i t é  des  f l o r a i s o n s  de  p l a n t e s  cb tenues  par  

c e t t e  tecknique a pu ê t r e  cbservce.  T c u t e f c i s ,  aucune p u b l i c a t i o n  

u l t E r i e u r e  n ' a  Cté  r a ~ p o r t é e  s u r  c e t t e  t echnique  (STEClAR9 & 

'&TAPES, 1971) . 
Enf in ,  p lu s  r e c e m e n t ,  des  p r o t o p l a s t e s  de  f e u i l l e s  e t  

Be ~ r o t o c o m e s  de Cpbidium ont  é t 6  obtenus  avec des  rendements 

a t t e i g n a n t  9 0 % ,  mais  aucune c u l t u r e  de  c e s  p r o t o p l a s t e s  > ' a  

Et6 t e n t é e  (CAPESIUS & MEYER, 1977).  1 



B )  LA PROPAGATION CLONALE DU PHALAENOPSIS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1) Culture de rn6rist&%es terminaux e t  a x i l l a i r e s .  

Pour l a  m u l t i p l i c a t i o n  végé ta t ive  du Phalaenopsis Far cu l -  

cure i n  v i t r o  Cie m6rist2nest  les techniques mises au po in t  par  

%OREL ne sont  guère appl icables .  En e f f e t ,  l e  re la rgage  dans l e  

mil ieu de c u l t u r e  de composés toxiques  vraisemblablement de na- 

t u r e  polyphénolique (ICOREL, 1970; 1974) par  l e s  exp lan ta t s ,  

n u i t  à l e u r  développement. 

En 1974, INTUWONG & SAGAWA obt iennent  des néoformations 

de protoccrmes pa r  c u l t u r e  de méristCmes apicaux e t  a x i l l a i r e s  

s u r  mi l ieu  de VACIN & WENT (1949) l i q u i d e  addi t ionné de  15% de 

l a i t  de coco. Pour e v i t e r  l ' i n t o x i c a t i o n  des exp lan ta t s ,  l e s  

méristèmes sont  t r a n s f é r é s  s u r  mi l i eu  neuf tous  l e s  d i x  jours .  

Après l e u r  formation, l e s  protocormes son t  repiques s u r  l e  

même mi l ieu  s o l i d i f i é ,  ceux c i  se développent a l o r s  en p lan tu les .  

2 )  La c u l t u r e  de noeuds de hampes f l o r a l e s .  

a )  Méthodes ne f a i s a n t  pas i n t e r v e n i r  le  s tade  protocome.  ....................................................... 
Les premières t e n t a t i v e s  r é u s s i e s  de  m u l t i p l i c a t i o n  

végéta t ive  de Phalaenopsis par c u l t u r e  i n  v i t r o  de noeuds de 

hampes f l o r a l e s  son t  l 'oeuvre  de G. ROTOR (1949). 

Celui  c i  c o n s t a t a i t  que des  fragments de 4 à 5 cn de long, 

munis chacun d 'un bourgeon, s t é r i l i s é s  selon l a  méthode de 

WILSOEI (1915) e t  repiqués sur  l e  mi l ieu  C de KNUOSON (1946) 

donnent naissance chacun, après  deux semaines, à une F lan tu le  

q u i  s ' en rac ine  spontanément apres  5 mois de c u l t u r e  ( s t ade  

3 f e u i l l e s ) .  

Ce t t e  méthode f u t  a u s s i t ô t  u t i l i s é e  par l e s  h o r t i c u l t e u r s  

p i s  abandonnée par  l a  s u i t e  en ra ison  de hauts  pourcentages 

de contamination avant d ' ê t r e  modifiée par  SAGAWA & ?TIIEIOTO 

(1960) puis  par l a  s u i t e  par de  nombreux a u t r e s  au teurs .  

Ces modif icat ions on t  por t é  s u r  l e  prélèvement des  e x p l a n t a t s  

e t  l e s  techniques Ge s t E r i l i s a t i o n  (SAGAVP-, 1962; SCULLY, 1966: 

INTUFDNG, KUNISAXI & SAGAWA, 1972).  



Une technique de c u l t u r e  s e m i - s t é r i l e  a É t G  6 6 c r i t e  car - 
UIULTA & IU7ANAGA (1965).  Seule l a  p a r t i e  i n f g r i e u r e ,  s t ë r i l i s e e ,  

des  fragments de hampe plonge dans l e  .n i l i eu  de c u l t u r e  aseD- 
4. 

t i q u e ,  l a  p a r t i e  supé r i eu re  y compris l e  tourqeon, é t a n t  B 1' a i r  

l i b r e .  L e  tube  de  c u l t u r e  est o b t u r e  pa r  un hcuchcn caoutchouc 

perce d 'un t r o u  dans l e q u e l  est g l i s s é  l ' e x p l a n t a t  (Fig.  5). 

n fragment Oe hampe f l o r a l e  
tcurgeon l a t é r a l  

bcuchon percé en 
ceoutchouc 

1 

- m i l i e u  de c u l t u r e  

Fig. 5 : Cul tu re  s e m i  s t é r i l e  de fragments de hampe Elora le  

(d ' ap rès  CFATA & IFJANAGA, 1965) - 

exp 

Quelqueso i t  l e  node d e  prélGvement e t  de prPpara t ion  des 1 

l a n t a t s t  ceux c i  montrent t r o i s  modes de comportement : 
1- l e  bourgeon r e s t e  d c m a n t  pu i s  n.eurt au bout  rl'un c e r t a i n  

temps (F ig .  6 A) . 
2- le  bourgeon s e  développe en formant une n c u v e l l e  i n f l o -  

rescence ,  e l l e  nême munie de bourgeons l a t é r a u x  don t  l e s  

s u p é r i e u r s  se d i f f é r e n c i e n t  en boutons f l o r a u x  (dévelop- 

pement r e p r o d u c t i f )  (Fiq.  6 E) . 
3- l e  bcurgeon l a t r r a l  se dévelo?se en une ou p a r f o i s  deux 

p l a n t u l e s  sans Fasse r  p a r  l e  s t a s e  prctccorxre (ZGvelop- 

penent vGçiétatif)  (Fiç. 6 C )  . 
(TANPKP. B SAKENISEI, 1978; BOUPIQUET, EEOLY & LEC-NID,  1981).  



bourgeon dormant 

devel0~~eXnent  reproduct i f  

d4veloppement végé ta t i f  

Fig.  6 : Modes de  développement des  bourgeons l a t é r a u x  de  hampes 

f l o r a l e s  c u l t i v é s  i n  v i t r o .  

L e  aode de  développement d e s  bourgecns e s t  sous l a  dÉ~endance 

d'une serie de f a c t e u r s  que sont :  

- l a  p o s i t i o n  6e l ' c e i l  s u r  l a  hanpe f l o r a l e ;  
- l a  technique de 9rélEvement des  e x p l a n t a t s ;  

- le  ggnotype de l a  p lan te ;  

- l a  composition minérale  du x i l i e u  de c u l t u r e ;  
- l a  présence 2e r e g u l a t e u r s  de cro issance;  

- l a  présence de conposés organiques conplexes;  

- l a  température e t  l a  l u n i è r e .  

1 ' e x ~ l p g a s .  - - 
Les bourgeons pré levés  s u r  l a  g a r t i e  i n f s r i e u r e  2e l a  hampe 

f l o r a l e  se développent p ré fé ren t i e l l ement  en p l a n t u l e s  a l o r s  que 

les bourgeons p r s l evés  dans l z  ~ z r t i e  suy6rieure montrent ~ l u t O t  

UR ncde de développement r ep rcduc t i f  ou r e s t e n t  inhiké  s (UBPTB. 

& IWAFAGA, 1965; KOCH, 1978, a: T32TAKA & SFKANISHI, 1978) . 



L e  l i e u  de  prelèvernent de l ' e x p l a n t a t  dStermine l e  

pourcentage de  contamination.  P l u s  l e  fraqment est  s i tuG bas 

s u r  l a  han.pe f l o r a l e ,  p l u s  l e  t a u x  d e  contamination est  inpor -  

t a n t  (KOCH, 1974, a ) .  

L e s  bourgeons p rg l evés  s u r  les  harnpes f l o r a l e s  &tenues  

i n  v i t r o  se développent  uniquenient en  p l a n t u l e s  m a i s  l e  nonbre 

d'yeux q u i  r e s t e n t  dormants e s t  également p l u s  important  

(BOURIQUET, BROLY & LEGRAND, 1981) .  Le mêne r é s u l t a t  est cbservé  

lo rsque  l e  bourgeon s e u l  est m i s  en  c u l t u r e  (HOTOMCRI & 

MURASHIGE, 1965; ZIMMER & PIYPER, 1979; BOURIQUET, BROLY & 

LEGMD, 1981) . 

Le génotype de l a  p l a n t e  c o n t r ô l e  les p o t e n t i a l i t é s  de 

développement d e s  bourgeons l a t é r a u x  (ZIVNER & PIEPER, 1978) .  

A i n s i  c e r t a i n e s  e spèces  (P.  s c h i l l e r i a n a  e t  P. s ande r i ana )  

s o n t  p l u s  p r o p i c e s  que d ' a u t r e s  Q former d e s  p l a n t u l e s  végé- 

t a t i v e s  i n  v i t r o  (URATA & IWANAGA, 1965) .  

Les mi l i eux  de  c u l t u r e s  les p l u s  courarment u t i l i s é s  s o n t  

ceux proposés p a r  VACIN & WENT (1949) (KOTOMORI & MURASHIGE, 1965; 

SCULLY, 1966; INTUWONG, KUNISAKI & SAGAWA, 1972; TAiAKA & 

SAKANISHI, 19781, KNUDSON (1946) (URATA & IWANAGA, 1965; 

REISINGER, BALL & ARDITTI, 1976; PIEPER & ZIIYTMER, 1976) .  

Quelques a u t e u r s  o n t  é t u d i 6  l ' i n f l u e n c e  de l a  composit ion 

minéra le  du a i l i e u  de  c u l t u r e  s u r  l e  d6ve lop~ement  d e s  bourgeons 

e t  o n t  permis p a r f o i s  quelques  c lassements  t e l s  que: 

- l e  m i l i e u  de  PlURASHIGE & SKOOG (1962) e s t  p l u s  f a v o r a b l e  

au développenent v é g é t a t i f  que l e  m i l i e u  de KNUDSON (1546) 

(FLFMEE & BOESAXAN, 1977) .  

- l e  m i l i e u  d e  KNOP est  s u p é r i e u r  au m i l i e u  de  KNUDSON C 

(REISINGEF., BALL & ARDITTI, 1976) .  

Mais 1' ad jonc t ion  de nombreuses subs tances  c rgan iques  

d i f f é r e n t e s  d ' un  a u t e u r  Z. l ' a u t r e ,  rend difficile la comparaison 



d e  ces  mi l i eux  e n t r e  eux. 

a.4 In f luence  des  r é g u l a t e u r s  d e  c ro i s sance .  - - - - - - - -  - - - - - - - - - - -  
Le 2 , 4 - D l  l a  k i n é t i n e  e t  1 ' A I A  s o n t  i n e f f i c a c e s  s u r  l e  

développement G e  noeuds de  hampes f l o r a l e s  c u l t i v é s  i n  v i t r o  

(KOCH, 1974, b; PEISINGER, BALL & AF'DITTI, 1976; FLAPTEE & 

BOES&Im, 1977) . 
I l  s ' a v è r e  que s e u l e  l a  BAP i n f l u e n c e  net tement  l e  déve- 

loppement d e s  bourgeons (KOCH, 1974 a  e t  k; FLPJIEE & lbOESi4P;i, 

1977; TANAKA & SAXANISHI, 1978) .  La EAP s t imule  l e  développe- 

r-ent  des bourgeons l a t é r a u x .  P l u s  l a  concen t r a t i on  en BAP est  

é l e v é e ,  p l u s  l e  pourcentage de  tourgeons  dormants diminue e t  

p l u s  l e  développement v é g e t a t i f  est  f a v o r i s é .  Tou te fo i s ,  de  

t r o p  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  (5  e t  10 p;?m) b i en  que f a v o r i s a n t  

l e  développement d ' un  p l u s  grand nombre de  bourgeons e t  les 

développements m u l t i p l e s  de p l a n t u l e s  Far  bourgeon, provoquent 

l ' a p p a r i t i o n  de  malformations d e s  f e u i l l e s  (TLANAKA & SAFAqISEI, 

1978) . L'optimum de concen t r a t i on  e s t  compris e n t r e  1 ppm 

(KOCE, 1974, a )  e t  2,5 ppm (TA5TAXA & SAWJISHI, 1978) .  

L ' a s s o c i a t i o n  C'ANA s t imu le  l ' e f f i c a c i t é  de l a  EAP 

(FLAMEE 8; BOESMAII, 1977) a l o r s  que s e u l e ,  c e t t e  phytohormone 

n ' a  pas d ' a c t i o n  (PEISINGER, EALL & AF.DITT1, 1976) .  

A R D I T T I  e t  son équipe a j o u t e n t  au m i l i e u  de c u l t u r e  de 

1' ac ide  t r a n s c i n n m i q u e .  Consid6ré corne une substance 2 

p r o p r i é t é  a n t i a u x i n i q u e  (VAN OVERBEEK, BLONDEAU & HORIJE, 19 54 ) , 
l ' a c i d e  t ranscinnamique inh ibe  p a r t i e l l e m e n t  l ' e f f e t  d e  domi- 

nance a p i c a l e  d e s  bourgeons l a t é r a u x  (ARDITTI ,  1976; XEISINGER, 

EALL & EBDITTI, 1976; AFDITTI, BLZTL & P!ISIl7GER, 1975; 1977) . 

Entre  20 e t  28O, l ' é l é v a t i o n  de température  f a v o r i s e  l a  

r e p r i s e  d ' a c t i v i t é  d e s  bourçeons l a t e r a u x  c u l t i v e s  i n  v i t r o  

a i n s i  que l e  développeaent de t y p e  v é g é t a t i f .  Ces obse rva t ions  

demeurent v a l a b l e s  mêae l c r s q u e  l e  n i l i e u  e s t  add i t i onné  de  



EAP O s a  concen t r a t i on  op t imale  (T32ZAKP- & SAKI.GISH1, 1978) . 
Des t e n p g r a t u r e s  de c u l t u r e  tr-s ElevCes (37-3s') i nh iben t  

t c t a l emen t  l e  d e v o i o p ~ e n e n t  r ep roduc t i f  m ~ i s  l e  nombre Ze 

Lcurgecns q u i  r e s t ~ c t  au reFos e s t  p lu s  i:iprts,rlt yu'2. 2S0 

(2EISI??GER, EAI,L & ARCITTI, 1376) .  

I l  est 2 remarquer que l a  température  3 l a q u e l l e  est 

c u l t i v é e  l a  p l a n t e  en s e r r e  n ' a  pas  2 ' i n f l u e n c e  s u r  l e  type  

de dEveloppenent du bourgeon i n  v i t r o  (TE3JAKA & SAKmISEI. 

1973) .  

I l  n ' y  a pas  eu  d ' é t u d e  systémat ique de  l ' i n f l u e n c e  l e  

l e  du rce  d ' éc l a i r emen t  p a r  j o u r  n i  de  l a  q u a n t i t é  d 'Enerq ie  

lumineuse émise s u r  l e  développement des  kourgeons, m a i s  on 

c o n s t a t e  que l a  p l u p a r t  d e s  a u t e u r s  u t i l i s e n t  d e s  ~ E r i o d e s  

lumineuses longues e t  de s  é n e r g i e s  r e l a t i vemen t  f a i b l e s  

(Table 2 ) ,  une ph.ctopériode longue 6 e v m t  ê t r e  f a v o r a b l e  au 

développement v e g é t a t i f  s i  l ' o n  admet q u ' i l  y a une sLrnilitude 

de  r é a c t i o n  au f a c t e u r  lumière  d e s  bourgeons l a t é r a u x  i n  vivo 

e t  i n  v i t r o .  

Table 2 : Condi t ions  de  l u n i a r e  e t  de  température  de  c u l t u r e s  

de  f ragments  de  hampes f l o r a l e s  i n  v i t r o .  

a.6 In f luence  - - - - -  d e s  ~ o m ~ o s é s  organiques  ccrr.plexes. - - - - - - - - - - - - - -  
L 'ad jonc t ion  de  l a i t  de  coco f a v o r i s e  l a  r e p r i s e  d ' a c t i v i t é  

des  bourgeons l a t é r a u x  a i n s i  que l a  formation de p l a n t u l e s  

i n t e n s i t é  
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v é g é t a t i v e s  (URP.TA & IIANAGA, 1965; SCULLY, 1966; TANAKA & 

SAKAYISHI, 1978) .  Son a c t i o n  est  comparable à c e l l e  de  l a  BAP 

e t  peu t  être avantageusement remplacée p a r  c e t t e  d e r n i è r e .  

L a  sève de  bouleau b l anc  a u r a i t  également une a c t i o n  

f a v o r a b l e  au développement végGta t i f  d e s  bourgeons, comparable 

à c e l l e  du l a i t  de  coco (PIEPER & ZIEIMEF., 1974, 1976; ZIIGIER 

& PIEPTR, 1976, a  e t  b ;  1978. 1979) .  

b )  Néoformation de protocormes p a r  c u l t u r e  de  f ragments  de  ....................................................... 
hampes f l o r a l e s .  ................ 

En 1970, TSE, SMITH & HACKETT on t  observé l e  développement 

spontané de  protocormes s u r  d e s  c u l t u r e s  d e  f ragments  de hampes 

f l o r a l e s .  I l s  o n t  donc cherché à a c c r o î t r e  l a  f réquence d'appa- 

r i t i o n  de  ce  t ype  de  d i f f é r e n c i a t i o n  en f a i s a n t  v a r i e r :  

- l a  composition miné ra l e  du a i l i e u  de  c u l t u r e  (mi l ieu  de  

&KJRASHIGE & SKOOG ou m i l i e u  de KNUDSON); 

- l a  concen t r a t i on  e n  ATJA (O ou 2 ppm); 

- e t  en p r a t i q u a n t  d i f f é r e n t s  t y p e s  de  b l e s s u r e s  s u r  les 

bourgeons avant  repiquage.  

Dans c e r t a i n s  c a s  (mi l i eu  d e  MUmSHIGE & SKOOG + 2 ppm 

d'&VA + =puta t ion  des  2/3 s u p é r i e u r s  du bourgeon e t  se lon  

a u s s i  l a  v a r i é t é  u t i l i s é e ) ,  60% d e s  bourgeons s ' é t a i e n t  dévelop- 

pés  e n  une masse i n d i f f é r e n c i é e ,  chaque c a l  Zonnant na i ssance  

p a r  l a  s u i t e  à une v i n g t a i n e  de  p l a n t u l e s  (TSE, SMITH & HACRETT, 

1971) .  

Les  recherches  de KOCH (1970, a  e t  b )  a b o u t i r e n t  à l a  m i s e  

au p o i n t  d 'une nouve l le  t echn ique  de néoformation de protocormes 

p a r  c u l t u r e  de  bcurgeons e x c i s é s .  Ayant préalablement  remarqué 

que l ' a s s o c i a t i o n  de  0 , s  ' 3 ppm d''ANA à 2ppm de BAP dans l e  

m i l i e u  de  c u l t u r e  i n d u i t  p a r f o i s  l a  néo fo rna t ion  de  protocormes 

à p a r t i r  de  noeuds, KOCH f a v o r i s e  ces néoformat ions  par  l ' u t i l i -  

s a t i o n  d 'un m i l i e u  l i q u i d e  dans l e q u e l  c i r c u l e  un couran t  d ' a i r  

s t é r i l e  e t  add i t i onné  de  2 ppm de  BAP e t  0 , 5  à 3 ppn~ d 'ANA e t  



pa r  l ' e m p l o i  d e  bourgeons l a t é r a u x  e x c i s é s  co.irî,e e x p l a n t a t s .  

Dans ces c o n d i t i o n s ,  50 % d e s  e x p l a n t a t s  se déve loppen t  en  

p r o t o c o m e s .  

3 )  C u l t u r e  de  f ragments  d e  f e u i l l e s .  

Les c u l t u r e s  d e  f e u i l l e s  pe rme t t en t  l a  r égénGrâ t ion  d e  

p r o t o c o m e s .  C e  r é s u l t a t  es t  l ' a b o u t i s s e m e n t  d ' é t u d e s  de  deux 

é q u i ~ e s  d e  che r cheu r s ,  l ' u n e  j apona i s e  condu i t e  p a r  M .  TAYAXA 

e t  l ' a u t r e ,  a l lemande,  c o n s t i t u é e  d e  L. KOCH, K .  ZIMMER e t  Vi.  

PIEPEiI. 

Les p r emiè r e s  é t u d e s  r é a l i s é e s  s u r  p l a n t u l e s  de semis e t  

p l a n t e s  agée s  d e  t r o i s  an s  e t  demi, mont ren t  que  les  c a p a c i t e s  

de r é g é n é r a t i o n  dépendent  du t y p e  d ' e x p l a n t a t  u t i l i s e .  Un c l a s -  

sement d e s  e x p l a n t a t s  en  f o n c t i o n  d e  l e u r  c a p a c i t e  d e  rggénéra-  

t i o n  de  protocormes  peu t  F t r e  6 t a b l i  co rne  s u i t :  

TYPE D ' EXPLANTAT CAPACITE DE REGENEPATION - 
f a i b l e  e levEe 

- f e u i l l e s  e n t i è r e s  

. s i t u a t i o n  f e u i l l e  b a s a l e  f e u i l l e  t e r m i n a l e  

. G t a t  ag5 e  aqEe-Et io lée  - j eune 

- f r a p e n t s  de  f e u i l l e s  

. t a i l l e  ext rSmitE n o i t i O  e ~ t i è r e  

. s i t u a t i o n  e x t r é i i i t 6  m i l i e u  base  

C e s  r g s u i t a t s  o n t  É t é  é t a b l i s  avec  un m i l i e u  c o n p o s ~  de  

3,s g / l  dlHyponex 7-6-19, a d d i t i o n n é  de 5 rpm c!'AT:A, de 10 p p  

6e k i n e t i n e  e t  d e  100 ~ 1 / 1  d e  j u s  d e  pommes (TAYAICA, HASEGFFF4FF 3 

C O I ,  1975 ) .  

D e s  f r a g n e n t s  de f e u i l l e s  > r é l e v é s  s u r  d e s  p l a n t u l e s  i s s u e s  

de c u l t u r e s  d e  f r a p e n t s  de  hampes f l o r a l e s  (KOCE, 1974, a  e t  5 ;  

P E L E R  & ZI:,?I4ERt 1976) e t  c u l t i v é s  pendant deux semaines  3 2 6 O  

Z l f o k s c u r i t 6  s u r  a i l i e u  d e  Fnudson add i t i onn6  de 10% de sdve 

de kouleau b l a n c ,  0,3 ppm d'X:JA e t  2 ppm d e  BAP p u i s  t r a n s f é r é s  

5 2 2 O  e t  à l a  lumiGre s u r  l e  xême m i l i e u  mais  dépourvu d e  BAP, 



mont ren t  d e s  dEvelopyenents  d e  p r o t o c o m e s  au n i v e a u  d e s  c a s s u r e s  

a ~ r è s  8 2 10 semaines .  La p r é c u l t u r e  3. l ' o b s c u r i t é  a c c r o î t  l e  

nonbre  d e  protocormes  o b t e n u s  e t  i n h i b e  p a r t i e l l e m e n t  l a  l i b é r à -  

t i o r ,  6 e  po lyphdno ls  d a n s  l e  m i l i e u  de  c u l t u r e  (PIEPER & ZIfi?EER, 

1976; ZIi@IEX 8 PIEPER, 1977; 1978;  1 9 7 9 ) .  

L e s  mênes r é s u l t a t s  o n t  é t é  o b t e n u s  p a r  TAXAKA & SAHmISBI 

(1977) s u r  m i l i e u  de MURESHIGE & SKOOG a d d i t i c n n e  d e  1 ppm d'NiA, 

10 ppm d ' a d é n i n e  e t  10 ppm d e  BAP a i n s i  que p a r  CAEUZAC (1979) .  

C u l t u r e  d' e x t r e m i t e s  d e  r a c i n e s .  

Quelques  cas d e  n é o f o r m a t i o n s  d e  protocormes  2 p a r t i r  d e  

c u l t u r e s  d e  r a c i n e s  o n t  é té  r a p p o r t é s .  

En 1974, KOCH a  ob tenu  une s e u l e  e t  unique  n é o f o r n a t i o n  d e  

protocormes  s u r  une p o i n t e  r a c i n a i r e  s a n s  t o u t e f o i s  a v o i r  r é u s s i  

à S t a b l i r  une s u b c u l t u r e  Se ces protocormes .  

P a r  l a  s u i t e ,  TPJJAKA, SENDA & HASEGAiW (1976) r a p p o r t e n t  

20% de  r é u s s i t e s ,  q u e l q u e s  e x p l a n t a t s  a y a n t  donn6 n a i s s i m c e  

à d e s  p r o t o c o m e s  a p r e s  100 à 300 j o u r s  d e  c u l t u r e  à p a r t i r  l e  

p o i n t e s  r a c i n a i r e s  p r é l e v e e s  s u r  d e s  p l a n t u l e s  d e  s e m i s .  C e s  

m ê m e s  a u t e u r s  c n t  vu t o u t e s  l e u r s  t e n t a t i v e s  Cchouer l o r s q u e  

l es  e x p l a n t a t s  p r o v e n a i e n t  d e  p l a n t e s  p l u s  a ç é e s  c u l t i v é e s  e n  

serre. 

5 )  C u l t u r e  de p o u s s e s  f e u i l l é e s .  

D e s  p ro tocormes  o n t  été o b t e n u s  p a r  c u l t u r e  de j e u n e s  

pousses  non e n c o r e  e n r a c i n e e s ,  i s s u e s  du développement de bour- 

geons l a t é r a u x  de hampes f l o r a l e s ,  e n  n i l i e u  l i q u i d e  t r a v e r s é  

p a r  un c o u r a n t  d ' a i r  s t é r i l e  ( f o m u l a t i o n  C d e  KPXJDSOI? rnodif iée  

a d d i t i o n n é e  de 2 ppm d e  BAP e t  1 ppm d'ANA). 

T o u t e f o i s ,  les  protocormes  q u i  a p p a r a i s s e n t  à l a  b a s e  d e s  

p l a n t e s ,  meurent  pour  l a  p l u p a r t  d ' e n t r e  eux, au p r e m i e r  r e p i -  

quage (KOCH, 1974, a ) .  

6 )  La m u l t i p l i c a t i o n  d e s  protocormes .  

Peu d e  t r a v a u x  o n t  é té  r é a l i s e s  s u r  l a  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  



protocormes de  Phalaenopsis :  d ' une  p a r t ,  il demeure t r e s  d i f f i -  

c i l e  de l e s  o b t e n i r  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  ceux c i  s o n t  beaucoup p l u s  

f r a g i l e s  que ceux de Cymbidiurn, p a r  exemple, e t  s o n t  beauccup 

p l u s  d é l i c a t s  à r ep ique r .  

INTUWONG & SAGAIVA (1974) o n t  r é u s s i  à les  m u l t i p l i e r  par  

rep iquages  f r équen t s  s u r  m i l i e u  neuf de  VACIM & F'ENT (1949) 

s o l i d i f i é  e t  dépourvu de sucre .  La suppress ion  d e s  repiquages  

e t  l ' a d d i t i o n  se saccharose  provoque une r a p i d e  d i f f é r e n c i a t i o n  

d e s  p l a n t u l e s .  

Les recherches  de  KOCH (1974, a  e t  b)  o n t  montré l ' e f f e t  

bénéf ique  2e l ' a p p o r t  de  v i tamines .  L ' a d d i t i o n  de  0 ,5  ppm 

d ' a c i d e  pan ta thén ique  e t  de  g l y c o c o l l e  e t  de  0 , 2  ppm de thiamine,  

de  pyr idoxine  e t  d ' a c i d e  n i c o t i n i q u e  au m i l i e u  de  Knudson modi- 

f i é  pa r  PIOWL (1970) permet de  m u l t i p l i e r  rapidement l e s  proto-  

connes de Phalaenopsis  s o i t  en m i l i e u  l i q u i d e  a g i t é ,  s o i t  s u r  

m i l i e u  s o l i d e .  Par c o n t r e  l ' a d d i t i o n  de  r e g u l a t e u r s  de c r o i s s a n c e  

(2,4-D, A I A  e t  k i n é t i n e )  n ' a  pas  montré d ' e f f e t  s t i m u l a n t  s u r  

l a  c r o i s s a n c e  pondérale .  

7)  L a  c u l t u r e  de p r o t o p l a s t e s .  

L' i s o l a t i o n  de p r o t o p l a s t e s  de  Ph.alaenopsis a  é t é  r é u s s i e  

p a r  TE0 & NEUMPJN (1978, b ) .  Bien que c e s  p r o t o p l a s t e s  demeurent 

v i v a n t s  un c e r t a i n  temps e t  que l ' o n  p i s s e  obse rve r  des  f u s i o n s ,  

les c e l l u l e s  i s o l 6 e s  n e  se d i v i s e n t  pas.  



C )  LA PROPAGATION CLONALE CU PAPHIOPEDILUI!. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L e s  premiers  r é s u l t a t s  p o s i t i f s  o n t  é t é  r a p p o r t é s  p a r  

MOREL (1974) .  Dans que lques  c a s ,  d e s  rn&rist&nes apicaux c u l t i v é s  

s u r  l e  m i l i e u  de  TEOMALE (1954) a d d i t i o n n é  Z e  1 ppm de 2,4-D 

forment un c a l  s u r  l e q u e l  s e  développent  d e s  p l a n t u l e s  quand 

c e l u i  c i  est  r e p i q u é  s u r  un n i l i e u  d5pourvu de 2,4-D. 

Des r s s u l t a t ç  se'nsiblernent similaires o n t  6 t é  observés  

p a r  STEWART & EUTTON (1975) pa r  c u l t u r e  d ' apex  de  t i g e  s u r  

x i l i e u  l i q u i d e  de  EELLER (1965) a d d i t i o n n é  de  1 p ~ m  de  2 , 4 - D  

e t  0 , s  ppm de BAP. D e  nême, STOKES, THOl4%S & HOLDGATE: (1975) 

c n t  obtenu des  n é o f o r n a t i o n s  de  p l a n t u l e s  p a r  c u l t u r e  de n g r i s -  

terfies a x i l l a i r e s  de Pkraqmipe6iurii. s u r  : n i l i e u  de REIYERT S, I.!OEP 

(1967) ac?r?itionnG d ' N I A  z t  2e z s a t i n e .  L a  p r o l i f S r a t i c n  Cles 

p l a n t u l e s  a i n s i  r6génErEes p e u t  être i n d u i t e  Far  supp re s s i cn  

de  l ' e x t r é m i t é  a p i c a l e .  

E e s  e s s a i s  d e  c u l t u r e s  i n  v i t r o  de  c e l l u l e s  i s o l é e s  de  

p a r e n c k p e  f o l i a i r e  de  P a p h i o p e d i l a ~  o n t  é g a l e ~ e n t  Gté t e n t P e s  

n a i s  aucune r é u s s i t e  n ' a  pu ê t re  e n r e g i s t r é e  (LOAEC & BIGOT, 

1976; TE9 & NEUNAIIN, 1978, b )  . 

C i t 6  p a r  ARDITTI (1977) ,  ALLE?TEERG (1976) a  ob tenu  des 

r e g é n é r a t i o n s  de p l a n t u l e s  p a r  c u l t u r e  de  f r a p e n t s  de f e u i l l e s .  

T o u t e f o i s  en  1979, J .F .  1-tULLER é c r i v a i t  encore:  " l a  m u l t i -  

p l i c a t i o n  du P a r h i o ~ e d i l u r n  est  t o u j c u r s  e x c e ~ t i o n n e l l e  ..." 



D )  LA PROPAGATION CLOMALE DE3 P-UTRES ORCHICEES. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Corne il s e r a i t  l ong  e t  f a s t i d i e u x  d e  Zonner en Z é t a i l  l e s  

t e c h n i q u e s  d e  p ropaga t i on  <es  o r c h i d é e s  a u t r e s  que l e  C m b i d i u ~ ,  

l e  Pha laenops i s  e t  l e  Paphiopedilum, cel les  c i  s o n t  r é s u i é e s  e t  

c l a s s é e s  p a r  p l a n t e  dans  l e  t a b l e a u  c i  dessous  (Table  3 ) .  

Mous ne  c i t e r o n s  h o r s  t a b l e a u  que  les  essais d e  m u l t i p l i -  

c a t i o n  de  Renantanda p a r  c u l t u r e  d e  c e l l u l e s  i s o l é e s  (TE0 & 

WEUP!AF3lJ, 1978, a )  . T o u t e f o i s ,  cet te  t e c h n i q u e  b i e n  q u ' e l l e  a i t  

montré des r é s u l t a t s  encou ragean t s  p u i s q u ' i l  a é t é  obse rvé  des 

d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s ,  n ' a  pa s  permis  d ' a b c u t i r  à l a  r é g é n é r a t i o n  

d e  p l a n t e s  e n t i s r e s .  
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PLANTE EXPL. CAL PLB M I L I E U  DE CULTURE AUTEURS 

CATTLEYA 

DACTYLORCHIS 

!-iENDROEIUI.I 
II 

II 

- + RM; ANA 0 , l  

- + MS; LC 1 5 % ;  2 , 4 - D  2 , O ;  BAP 2 , O  

- + M S  

- + RM; salep;  e x t r a i t  de  f e u i l l e  

- + non rappor té  

- + KC; LC 2 5 %  

- ' + W17LA; LC 15% 

- - VP! LA;  LC 15% 

- - KNOP; DAP 2,O; t C A  1 5 , O  

11 E T  - + VW LA 

EPIDEMDRUM EF + + M S  LA; 2 ,4 -D  1 , O ;  BAP 0 , 5  

II ER - + O F ;  P E P 0 , 3 g / l  

ICIIIHASI!I & KAKO, 1 9 7 3 ;  

1977  

FU FAN,  1 9 7 8 ;  1 9 7 9  

KUSUMOTO, 1 9 7 9  

STOKES, 1 9 7 4  

MOREL, 1 9 6 5  b 

SAGAWA & S H O J I ,  1 9 6 7  

KIM, KUNISAKI & SACAF7A 

1 9  7 0  

SINGB & SAGA\7A, 1 9 7 2  

IIOSICH, RALL, F L I C K  & 

A R D I T T I ,  1 9 7 4 ;  A R D I T T I ,  
I 

MOSICII, BALL, 1 9 7 3 ;  
W 

IIOSICH, EALL & A R D I T T I ,  CI 
I 

1 9 7 3 ;  1 9 7 4 ;  BALL & A E D I T P  

1 9 7 6 .  

INTU\?ONC & SAGAIVA, 1 9  7 5 

CHURCHILL, EALL & A R D I T T h  

1 9 7 0 ,  1 9 7 3 ;  CHURCHILL, 

A R D I T T I  & EALL, 1 9 7 1 ;  1 9 Z  

CHURCHILL, UI'LL & FRDITTG 

1 9 7 2 ;  CRURCIIILL, F L I C K ,  

BALL & A P D I T T I ,  1 9 7 3  

STEWART e. nv1rTot\l, 1 9 7 6 ,  

1 9 7 8  

KUSUMOTO, 1 9 8 1  b 

KUSUMOTO, 1 9 8 1  b 
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TAELE 1 : S O L U T I O J Ç  X I N E I U L E S  E F P L O Y E E S  EN CULTURE I I I  VITRO 

D ' O R C H I D E E S .  

KNO 

K C 1  

2 )  RNUDSON ( 1 9 4 6 )  

3 )  V A C I N  & WENT ( 1 9 4 9 )  



4 )  HELLER (1953) 

6) OJIIIIA & FUJIWARA (1959) 



Z n S 0 4  7 H 2 0  

(NH ) 2 i 4 0 0  

7 )  MURASHIGE & SKOOG 

(NH4 2S04 

K N 0 3  

K H 2 P 0  

MgS04 7 H 2 0  

C a H P 0  

( C H O )  '"2 4 4 6 3  

9 )  RAGEAVAN & TORREY ( 1 9 6 4 )  



Il) ;IEINERT & NOHR (1967) 

?Ta EDTA 
2 

FeS04 7E 0 2 



12) LI:JDEMXJN, GUNCKEL & DAVIi3SOP.J (19 7 0 )  

13) CHmIPAGJ'AT, t.lOFEL & MOUNETOU ( 1 9 7 0 )  

(?TH ) S0 l C 0 0  

KH2P04 1 2 5  

K C l  1000 



10) FEHLA.?<D (PIEFEP. & ZIM-ER, 1 9 7 4 )  

ng/l 

(?JH4 1 375 

K t i  2P0 375 

KC1  375  

FgS04 71120 375 

F e r t i l o n  20 



17 )  KYOTO (TANAK4, RASEGAFJA & G C I ,  1975 )  

ng/1 

Hy~onex 7-6-19 3 500 



I V )  LII+!ITES 2'2 PR9SPECTIVES DES TECH"J1CUZS DE I~IULTIPLICATIOM. 
,,,---,---------------------------iii----------------- 

Les t e c h i q u e s  de m u l t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e  du Clmbidiun 

o n t  É t E  adap tzes  aux s t r u c t u r e s  c o n ~ e r c i a l e s  d e ~ u i s  de  nombreuses 

années. C z l l e s  c i  s o n t  f i a b l e s  e t  r a p i d e s  e t  l e u r s  moda l i t é s  s o n t  

b i en  é t a b l i e s ,  il s u f f i t  de  c o n s u l t e r  l a  Tasse  i np re s s ionnan te  de 

t râvaux  r é a l i s é s  s u r  ce  s u j e t  pour s ' e n  r end re  comyte. 

Nais du po in t  de vue commercial de  l a  a u l t i p l i c a t i o n  vsgé- 

t a t i v e  du C~?ri.bidiuq, s i  l ' c n  veu t  r é d u i r e  les coû t s  de pr0ductiCn 

cï'une p l a n t u l e ,  il y a  deux p o s s i b i l i t é s :  

- rCdui re  l e s  c c û t s  v a r i a b l e s  ( e s s e n t i e l l e c e n t  l a  n a i n  d 'oeu- 

v r e )  , c ' e s t  à d i r e  diminuer l e  nombre de rep iquages  pour l a  

même q u a n t i t é  p rodu i t e .  I l  f a u t  donc d i f f é r e r  le  p l u s  long- 

temps p o s s i b l e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  ~ l a n t u l e s  t o u t  en  

conservant  une c ro i s sance  rapii!e. 

- augmenter l a  q u a n t i t é  p r o d u i t e  par  u n i t é  de temps, ce  q u i  

r e v i e n t  2 diminuer  les coû t s  f i x e s  p a r  ! m i t é  de product ion 

c ' e s t  à d i r e  en a u p e n t a n t  l e  t aux  de  n u l t i p l i c a t i c n .  

Deux axes  de  recherches  son t  Gonc dEtem.in6s pour l e  Cymbidiu? 

1 - é t u d i e r  1 ' a c t i o n  de c e r t a i n e s  subs tances  notamment les 

c y t o k i n i n e s ,  capables  de  r e t a r d e r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  

d e s  p l a n t u l e s .  

2 - chercher  2. augmenter l a  v i t e s s e  de n u l t i p l i c a t i c n  d e s  

protocorines en a q é l i o r a n t  les  cond i t i ons  i n t r i n s a q u e s  

e t  e x t r i n s è q u e s  de  c u l t u r e  ou encore  pa r  l e  passage 2 

l a  c u l t u r e  de  c e l l u l e s  i s o l é e s .  

Pour l e  Pha laenops i s ,  n o t r e  bu t  est avant  t o u t  d ' e s s a y e r  de 

m e t t r e  au p o i n t  une technique  f i a b l e  de  ~ u l t i p l i c a t i o n .  En e f f e t ,  

les d i f f é r e n t e s  métkodes de m u l t i p l i c a t i o n  prasen tené  un c e r t a i n  

nombre d  ' i nconvén ien t s  : 

- format ion de  k e i k i s :  l ' a c t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  

d '  environnenent  ( lumière ,  t empéra ture ,  cond i t i ons  de c u l t u -  

r e . .  .) e t  les c o n ~ i t i o n s  Z'ernploi de d i f f é r e n t e s  subs t ances  

s t i m u l a n t  l e  démarrage d e s  bourçeons l a t é r a u x  de  hampes 



f l o r a l e s ,  s o n t  encore  t r o p  impréc ises .  

- l a  c u l t u r e  d e s  n é r i s t s m e s  e x c i s é s  p r é s e n t e  d e s  chances de 

r é u s s i t e  e x t r è m e ~ e n t  f a i b l e s .  
- l a  c u l t u r e  Z e  f r a q e n t s  de  hampes f l o r a l e s  quoique r e l a t i -  

vement f i a b l e  ne permet que des  t a u x  de m u l t i p l i c a t i o n  t r è s  

bas .  

- les d i f f e r e n t e s  t echniques  de  n é o f ~ ~ a t i c n  de protocormes 

s e n t  souvent  peu r e p r o d u c t i b l e s .  

- e n f i n ,  l a  c u l t u r e  e t  l a  m u l t i p l i c a t i o n  d e s  protocormes ne  

s o n t  pas m a i t r i s é e s .  

Les o b j e c t i f s  de recherche s o n t  donc de m e t t r e  au p o i n t  une 

xéthode f i a b l e  e t  d ' a r r i v e r  à d e s  t a u x  de  m u l t i p l i c a t i o n  ? l u s  

Elevés que ceux ob tenus  p a r  l e s  t echn iques  de c u l t u r e  de f r a g x e n t s  

de hampes f l o r a l e s .  

Enf in  pour le  Paphiopediluni, t o u t  r e s t e  à f a i r e .  





A )  L A  MULTI?LICATION VFGRTATTVF IN VIVO. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Des p l a n t e s  c u l t i v é e s  en s e r r e  o n t  é t 6  m u l t i p l i é e s  

v é g é t a t i v e m e n t  p a r  a p p l i c a t i o n  de  b e n z ~ l a m i n o p u r i n e  (SAP) 

s o u s  forme de  p â t e  à l a  l a n o l i n e ,  s u r  l e s  bou rgeons  l a t é r a u x  

de  hampes f l o r a l e s .  

Lo r s  d'lune p r e m i è r e  e x p é r i e n c e  r é a l i s é e  en a v r i l  1980 ,  

un t r a i t e m e n t  à l a  B A P  9 l a  dose  de  5 . 1 0 - ~  ?4/100 g de  l a n o l i n e  

a  é t é  e f f e c t u é  s u r  une p l a n t e  ( c v .  a e d f a n )  e n  f i n  d e  f l o r a i s o n .  

Après  3 s e m a i n e s ,  comme nous  n ' o b s e r v i o n s  p a s  de  déve loppemen t  

d e s  bou rgeons  l a t é r a u x ,  une deuxième a p p l i c a t i o n  d e  R A P  à 

r a i s o n  de  1  g /  100 g  de  l a n o l i n e  a  é t é  r é a l i s é e .  Après  15 

j o u r s  de  c u l t u r e ,  l e s  bou rgeons  s e  s o n t  d é v e l o - ~ é s  p o u r  f o r m e r  

3 p o u s s e s  f e u i l l é e s  a u  n i v e a u  du p l u s  b a s  bou rgeon ,  2 p o u s s e s  

f e u i l l é e s  s u r  l e  bou rgeon  médian e t  7 p o u s s e s  f e u i l l é e s  s u r  

l e  bourgeon s u p é r i e u r .  Après  5 mo i s ,  l ' a p p a r i t i o n  d e  r a c i n e s  

( P h o t o  1 . 1 )  a  p e r m i s  l a  s é p a r a t i o n  d e s  p l a n t r i l e s  e t  l e u r  

r e m ~ o t a g e .  Les p r e m i è r e s  hampes f l o r a l e s  s o n t  a p p a r u e s  en 

O c t o b r e  1991 s u r  c e s  p l a n t e s .  

Une d e u x i è n e  s é r i e  d ' a p p l i c a t i o n s  d e  p â t e s  r e n f e r m a n t  1  7 

de B A P  p o u r  100 g d e  l a n o l i n e  a é t é  r é a l i s é e  f i n  a o u t  1981 s u r  

8 hampes de  p r e m i è r e  f l o r a i s o n  d e  p l a n t e s  ( c v .  9 e d f a n  Y Redfan  

e t  Conquète  (Concorde  X H .  T,ecoufle)  ) . 
Nous avons  c o n s t a t é  que  l e  mode de  d é v e l o p ~ e m e n t  d e s  

bou rgeons  l a t é r a u x  ( v é g é t a t i f  ou r e p r o d u c t i f )  e s t  i n f l u e n c é  

p a r  l a  p o s i t i o n  du bourgeon  s u r  l a  hampe f l o r a l e .  P l u s  l e  

bourgeon  e s t  s i t u é  b a s  s u r  l a  haape  f l o r a l e ,  p l u s  l e  mode 

v é g é t a t i f  e s t  f a v o r i s é  ( T a b l e  1 . 1 )  . 



Rang Bu hourqeon latoral 

1 2 3 4 5 

1- xb de bourgeons traités 8 7 6 2 1 

2- Wb de plantules formées 9 3 1 O O 

Rapport 2 /  1 1.12 0.43 0.17 O O 

3- ?~b d' inflorescences formées 3 7 6 2 1 

Rapport 3/ 1 0.38 1 1 1 1 

Table 1.1 : Influence de la position du bourgeon latéral sur 

la hampe florale (1 = bourqeon situé le plus bas) sur son 

développement après traitement 9 la benzylaminopurine. 

Un mois et demi après la première application de SAP, 

une deuxième application a été réalisée avec les mêmes doses 

de BAP sur la base des pousses feuillées et sur les bourqeons 

des inflorescences secondaires. 

Sur une pousse feuillée, sont apparus plus d'une vingtaine 

de bourgeons (Photo 1.2) alors que sur les autres pousses 

feuillées, nous avons vu apparaître à la rois des bouxgeons 

et des inflorescences (Photo 1.3). Toutefois dans le cas où des 

formations multiples de bourgeons ont été observées, seule- 

ment une ou deux pousses feuillées se dévelopnent, les autres 

bourgeons demeurant inhibés. 

Lorsque la deuxième application de BAP a et5 réalisée 

sur des bourgeons latéraux d'inflorescences secondaires, ceux 

ci se sont développés en inflorescences tertiaires (Photo 1.4). 

Trois remarques doivent être faites à propos de ces 

résultats : 

1 - le premier essai où nous n'avons observé que des 
développements de type vévotatif a ét& réalisé en condi- 

tions de jours longs et de températures élevées (2g0 et 

plus de jour, 24O de nuit) alors que le deuxième essai 

a été conduit en conditions de jours relativement courts 

(début automne) et de période froide (23' de jour, 17-18O 

de nuit) et dans ce cas, nous avons observé après la 

première application de RA? d la fois des développements 



inflorescentiels et des développements de type végétatif 

tandis qu'après la deuxi5me application rBalisée toujours 

en ~ériode froide mais en jours ?lus courts, nous n'avons 

observé que des développements d'inflorescences. 

Les conditions de culture influencent donc le mode de 

dévelopwement des bourgeons latéraux de hampes florales, 

des températures élevges alliées à des durées d'éclaire- 

ment longues favorisent le mode végétatif. 

2 - les houxgeonnements multiples ne sont apparus que sur 
des plantes pigmentées présentant des fleurs à dominante 

rose et des 5ampes florales rouge-sombre. Le génoty?e 

détermine donc les potentialit5s 3e développement in vivo 

des bourgeons latéraux. 

3 - en ~ériode froide, les bourgeons latéraux supérieurs 
des hampes florales secondaires se différencient en 

boutons floraux %ais les fleurs obtenues sont parfois 

anormales (Photo I .SI . 



1) T,;i c u l t u r e  de  f ragnients  ? o  ? l a n t l ~ l a s  r?e semis. 

a )  Y a t é r i e l  e t  méthodes.  ..................... 
a . 1  O r i g i n e  du m a t é r i e l  v é a é t a l .  

----------------------a----- 

Les p l a n t u l e s  q u i  o n t  s e r v i  de m a t é r i e l  de b a s e  à c e  t r a v a i l  

nous o n t  é t é  f o u r n i e s  p a r  l e s  F t s  Vacherot  e t  L e c o u f l e  à Boissy  

S a i n t  Léger  ( F r a n c e ) .  I l  s ' a q i t  de p l a n t u l e s  de semis  c u l t i v é e s  

a s e p t i q u e m e n t  s u r  un m i l i e u  de  c u l t u r e  s y n t h é t i q u e  d o n t  nous 

i g n o r o n s  l a  compos i t ion  e t  o r o v e n a n t  d e s  c r o i s e m e n t s  s u i v a n t s  : 

P .  cv .  

(O. cv.  

(P .  cv. 

( P .  cv .  

o .  cv. 

P .  cv .  

P .  cv.  

o .  cv. 

Redfan X 0. cv .  

Concorde X P .  cv .  

Concorde X p .  cv .  

It inouche X P. cv .  

Panse X P .  CV: 

R p o l l i n a i r e  X 0. cv .  

Rapt igny  X p .  c v .  

Scaramouche X P .  cv.  

Redf an 

H .  L e c o u f l e )  = c v .  Conquète 

B .  L e c o u f l e )  = c v .  Conquète 

?.edfan) = c v .  F i f i  

L i p p e r o s e  

A p o l l i n a i r e  

P.ap t i g n y  

Scaramouche 

a.2 P r d p a r a t i o n  d e s  e x n l a n t a t s .  
---,---,-,--------b-------- 

P l u s i e u r s  t y p e s  d ' e x p l a n t a t s  o n t  é t é  m i s  en c u l t u r e  : 

d e s  f r a g m e n t s  de  " t i g e " ,  de r a c i n e s  et d.e f e u i l l e s  a i n s i  que 

d e s  méris tSmes t e rminaux  e t  a x i l l a i r e s .  

a .2 .1  Fragments  de  f e u i l l e s .  --- ------------------ 
Les f e u i l l e s  p r é l e v g e s  a s e p t i q u e m e n t  s u r  l e s  p l a n t u l e s  de 

semis ,  s o n t  s e c t i o n n é e s  en c a r r é s  d ' u n  c e n t i m è t r e  de c ô t é  e t  

l e s  e x p l a n t a t s  s o n t  r e p i q u é s  à p l a t ,  La +ace  d o r s a l e  c o n t r e  l e  

m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

a .2 .2  Fragments  d e  " t i g e " .  ---------------- --- 
Les a l a n t u l e s  au s t a d e  4 f e u i l l e s  s o n t  p r é l e v é e s  a s e p t i -  

quement e t  d i s s é q u é e s  dans  des b o i t e s  de P é t r i  s t é r i l e s .  Les 



racines sont d'abord sectionnées au plus orës de la base de 

la -1antule puis les feuilles sont incisées dans leur partie 

supérieure, le long de la nervure centrale. Les deux moitiés du 

limbe sont ensuité écartées l'une de l'autre et arrachées ?Our 

mettre à nu les méristèmes axillaires. Ces opérations sont réoé- 

tees pour chaque feuille jusqu'à ce qu'il ne reste plus que les 

deux feuilles terminales qui sont soit laissées intactes, soit 

sectionnées à 1 cm au dessus du méristème terminal (Fig. 1.1). 

Les explantats composés de la tiae et des deux feuilles 

terminales, sont repiqués en position normale, la base enfoncée 

d'un demi centinètre sous la surface Au milieu qélosé. 

Big. 1. ! : Mode de préparation 3es fraaments de tige. 

a.2.3 Fraamsnts de racines. .................... 
Les racines sectionnées lors de la ~réparation des fragnents 

de tige sont r4cupérées et coupées en tronçons d'un centimètze 

de long, les tronçons sont donc munis ou d4nuni.s de l'apex 

selon leur oosition oriqinelle sur la racine. 

Les explantats sont repiqués horizontalement à la surface 

du milieu rjdlosd. 



a.2.4 YCiristëmes axillaires et terminaux. ................................... 
Si les néristèmes sont pr5levés sur des plantes cultivées 

en serre, celles ci sont ~réalablenent d5sinfectées par une 

solution d'hypochlorite de calcium à 100 g/l additionnée de 

quelques gouttes de Tween 80, pendant 15 minutes et rincées 

trois fois à l'eau distillée stérile ( 5  minutes) puis Zisséquées 

comme pour la préparation des fragments 3e tige. Ceux ci sont à 

nouveau stt5rilisés dans une solution d'hypochlorite de calcium 

à 70 g/l pendant 10 minutes et rincés trois fois ( 5  minutes) 

à l'eau distillée stérile. 

Les méristèmes sont ensuite prélevés au scalpel à lame fine 

(Swann Yorton N o  il) par incision conique et placés immediatement 

dans une solution nutritive. Les deux feuilles su-érieures 

restantes sont incisées longitudinalement le long de la nervure 

centrale et chaque moitié du limbe est délicatement arrachée 

avec des pinces afin de na pas léser le méristème terminal par 

un coup de lame de scalpel. Le méristème terminal mis à nu 

est prélevé par une incision en V et immédiatement repiqué. 

Toutes les opérations d'excisions sont réalisées sous 

loupe binoculaire. 

Lorsque les méristèmes sont prélevés sur des plantes 

déjà stériles, la même technique est utilisée mais il n'y 

a pas de désinfection orCialable à l'hypochlorite. 

a.3 Préparation des milieux de culture. ................................... 
Le milieu de hase que nous avons utilisé comprend la solu- 

tion minérale de FONnTESBECEJ (1972 a), les vitamines Ai1 même 

auteur, 2 0  g/l de saccharose, 7 g/l d'aaar-aqar ainsi que 

les additifs suivants :I.nositol: 600 ma/l; qlycocolle : 2 mq/l; 

hydrol~sat de caséine (Yerck) : 2 g/l. 

Le milieu de culture est prgnard comme il est indiqué 

dans la table 1 . 2 .  

Toutefois, nous avons modifié constamment la com~osition 

du milieu de culture au fur eh à nesure des résultats que nous 

avons obtenus au cours de cette étuae. Cesmoififications seront 

précisées par la suite. 



Quantité Concentration Volume de Remarques 
par litre de la solu- solution 
de milieu tion mère mère 1 

1 1 une seule 
I solution 

A1C12 6F,O 0,25 m q  0,25 g/l 

glycocolle 2 mg 200 mg/100 ml 

acide nicotinique 1 mg 100 mg/100 ml 1 une seule 

thiamine 9C1 0,s mg 50 mq/100 ml 1 -ml solution 1 éthanol 95% 
pyridoxine ETC1 0,s mg 50 mq/100 ml J 
inositol 100 m q  - 
hydrol. caséine 2 q - 
saccharose 20 - - 

eau distillée Q.S.P. 1 1 - - 
agar-agar 7 g - - 
Le pR est ajusté à 6,s avant autoclavage. 

La solution mère de K,YPO est ajoutée aor+s dilution complète 
d 4 

de la solution minérale afin d16viter la formation d'un ^réci- 

oit6 insoluble de ohosghate de calcium. 

Les milieux de culture sont stérilisés à l'arttoclave pendant 

25 minutes à llOo. 

Table 1.2 : Com~osition et préparation du milieu de culture 

d e  hase. 



a.4 Conditions Ze culture. ...................... 
Les cultures sur milieu solide sont entreposées dans une 

pièce climatisée 3 25' ' 1" et éclairées 16 heures par jour à 

l'aide de tubes fluorescents Sylvania Gro Lux sous une intensité 

approximative de 500 Lux. 

Les cultures en milieu 1lqui.de agit6 sont placées inclinées 

à 4S0 sur un agitateur rotatif 3iolafitte tournant à 70 t*mn - 1 

dans une pièce conditionnée à 21 '  k l 0  située d 1'~st et 

reçoivent en plus de la lumière du jour, un iclairement d'appoint 

fourni 12 heures par jour par des tubes fluorescents "Cool 

White De Luxe". L'intensitg de l'éclaireaent est d'environ 

1000 Lux. 

Les expériences se rapportant à l'effet de lumière monochro- 

matiques ont été réalisées en caissons climatisés. Des batteries 

de tuhes colorés PHILIPS FI, 40 Y sont dispos6s le long B e  ~arois 

latérales de chacun des caissons. Des Tiltreç BOY? !e t  S A A S ,  

interposés entre les tubes colorés et les cultures 3ermettent 

de supprimer les radiations indésirables. Les caractéristiques 

des tubes et des filtres ainsi que les résultats des analyses 

de La lumière transmise, mesurée grâce à un spectroradiomètre 

ISCO, modèle SR, sont indiqués dans la figure 1.2. 

5.1 Cultures J e  fragments 5e ti-e. --------------- -------------- 
Différents iéqulateurs ae  croissance ont été ad2itionnés 

aux milieux de culture afin d'étudier leur action, isol4ment 

ou en associations, sur le développement des Craqments de 

tige. 

Auxines : 

acide indolylacétique (AIA) 

acide naphtvlacétique ( A N A )  

acide 2,4-dichlorophénoxvacétique (2,o-D). 

Gihhérelline : 

acioe gibbgrellique [AG3). 



CWL 



c y t o k i n i n e s  : 

k i n é t i n e  ( 6 - f u r f u r y l a r n i n o p u r i n e )  ( K i n )  

6 - b e n z v l a m i n o p u r i n e  ( R A P I  

6 ( 1  , X  - " . i m é t h ~ ~ l a l l y l a m i n o p u r i n e  = hJ6- (d2-i~openthén~ladénine) (IP 

?y-henzyl-9- ( 2 - t e t r a h y d r o p y r a n v l )  a m i n o p u r i n e  ( ? * ( A )  . 

b . l . 1  D&veloppernent  d e s  e x o l a n t a t s  e n  a b s e n c e  d e  r é g u l a t e u r s  ...................................................... 
d e  c r o i s s a n c e .  -------------- 

R e p i q u é s  s u r  l e  m i l i e u  d e  h a s e  d 6 ~ o u r v l l  de r é q u l a t e u r s  d e  

c r o i s s a n c e ,  l e s  f r a f f m e n t s  d e  t i c e  s e  d é v e l o p p e n t  e n  une  n o u v e l l e  

p l a n t u l e .  Le m é r i s t è m e  t e r m i n a l  r e o r e n d  s o n  a c t i v i t é  e t  Nonne 

n a i s s a n c e  2 d e  n o u v e l l e s  f e u i l l e s  t a n d i s  que d e s  r a c i n e s  appa-  

r a i s s e n t .  L e  d é v e l o p p e m e n t  u l t é r i e u r  e s t  e n  t o u t  p o i n t  i d e n t i q u e  

2 c e l u i  d ' u n e  p l a n t u l e  d e  s e m i s .  

P e u  d e  t e m p s  a p r è s  r e p i q u a g e ,  on  c o n s t a t e  a u  n i v e a u  d e s  

z o n e s  s e c t i o n n é e s  e n  c o n t a c t  a v e c  l e  m i l i e u  de  c u l t u r e ,  l a  

f o r m a t i o n  d ' u n  h a l o  n o i r  d u  à l a  l i b é r a t i o n  d a n s  l e  m i l i e u  d e  

c u l t u r e  d e  composés  d e  n a t u r e  p o l y p h é n o l i q u e  (?<OOEL, 1 9 7 4 )  q u i  

se s o n t  ox:rdés. P a r  l a  s u i t e ,  t o u t e  l a  m o i t i é  s u p é r i e u r e  du 

m i l i e u  d e  c u l t u r e  n o i r c i t .  

Qes d o s a q e s  d e  l a  t e n e u r  e n  composés  p h é n o l i q u e s  d e s  

f e u i l l e s  p a r  l e  r é a c t i f  d e  FOLIN-CIOCALTEUS ( 1 9 2 7 )  s e l o n  l a  

m é t h o d e  d e  B R A Y  e t  THORPE ( 1 9 5 4 )  m o d i f i 4 e  p a r  L E G R A N D  ( 1 9 7 7 )  

o n t  m o n t r é  q u e  l a  m i s e  e n  c u l t u r e  a o r è s  b l e s s u r e  p r o v o q u e  une 

a u g m e n t a t i o n  i m p o r t a n t e  d e  l a  t e n e u r  e n  p h é n o l s  d e s  t i s s u s  d e  

f e u i l l e s  e t  q u e  l a  s y n t h è s e  d e  c e s  composés  e s t  n e t t e m e n t  

f a v o r i s é e  p a r  l a  l u m i è r e  ( T a b l e  1.3). 

C e t t e  s y n t h è s e  d e  p o l y p h 4 n o l s  é t a n t  e x t r è m e m e n t  g é n a n t e  

par s u i t e  d e  l e u r  p h y t o t o x i c i t é ,  n o u s  a v o n s  a d d i t i o n n é  a u  m i l i e u  

d e  c u l t u r e  d e  l a  p o l ~ ? v i n y l p v r r o l i d o n e  (nq7P) a 2 e t  10  g / l ,  l a  

PVP 4 t a n t  u n  a d s o r b a n t  d e s  p h é n o l s .  Une r é d u c t i o n  d e  l a  t e n e u r  

e n  p h é n o l s  d e s  f e u i l l e s  a b i e n  é t é  c o n s t a t é e  l o r s q u e  l a  PVP 

e s t  a d d i t i o n n é e  3 10 q / l  m a i s  p a r a l l é l e m e n t  on  c o n s t a t e  une  

m o r t a l i t é  i m p o r t a n t e  d e s  e x p l a n t a t s   able 1.3). 

Une a u t r e  s o l u t i o n  c o n s i s t e  3 a d d i t i o n n e r  a u  m i l i e u  de  

c u l t u r e  du  c h a r b o n  a c t i v é  p u l v é r u l e n t  à r a i s o n  d.e 2 g / l ,  l e  



c h a r b o n  é t a n t  u n  e x c e l l e n t  a d s o r b a n t  d e s  p h e n o l s .  S i e n  q u ' e n  

, l a  c r o i s s a n c e  d e s  p l a n t u l e s  soit n e t t e -  

a d d i t i f  n e  - e u t  ê t r e  employé  cons tamment  

o u i s q u ' i l  r e n d  i n n e ç f i c a c e ,  t o u t e  a d j o n c t i o n  a u  m i l i e u  d e  

c u l t u r e  d e  r é g u l a t e u r s  de c r o i s s a n c e  q71'i.l a d s o r b e  é g a l e m e n t .  

T a h l e  1 . 3  : T e n e u r s  e n  p h é n o l ç  d e  f e u i l l e s  de  P h a l a e n o p s i s  

e x p r i m é e s  e n  mg d ' d q u i v a l e n t  d ' a c i d e  c h l o r o q é n i q u e  n o u r  1  g 

d e  f e u i l l e  f r a î c h e .  

b .1 .2  I n f l u e n c e  d e s  r e g u l a t e u r s  d e  c r o i s s a n c e .  ........................................ 

n i l r é e  d e  c u l t u r e  ( s e m a i n e s )  

C o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  

- t é m o i n  

- c u l t u r e  a l ' o b s c u r i t é  

- c u l t u r e  à l a  l u m i è r e  

+ PVP O 

+ PVP 2  g / l  

+ PVP 10 g / l  

h . 1 . 2 . 1  Les  a u x i n e s .  ------------ 
b .  1 .2 .1 .  i L ' a c i d e  n a p h t y l a c é t i q a e .  ........................ 

3 

- 
l , l Q  

l r 7 5  

1 , 9 8  

1 , 6 3  

n 

0 , 7 1  

- 

- 
- 
- 

D e s  f r a g m e n t s  de  t i q e  o n t  é t é  r e p i q * ~ & s  s u r  l e  m i l i e u  d e  
-8 -7 h a s e  a d d i t i o n n é  d'ANA a u x  c o n c e n t r a t i o n s  s u i v a n t e s  : 10 , 10 

-5 1 0 - ~  e t  10 ~ / 1 .  A p r è s  d e u x  m o i s  d e  c u l t u r e ,  o n  c o n s t a t e  un 
-5 a c c r o i s s e m e n t  t r è s  i m p o r t a n t  d u  nombre d e s  r a c i n e s  à 10 M / 1  

( F i f f .  1.3). qux c o n c e n t r a t i o n s  i n f é r i e u r e s ,  n o u s  n ' a v o n s  p a s  

r e m a r q u é  d e  n o d i f i c a t i o n s  d e  d 6 v e l o p p m e n t s  ?les e x p l a n t a t s .  

6 

- 
0,98 

1 , 8 7  

2  ,O9 

l , 6 6  

b . 1 . 2 . 1 . 2  L ' a c i d e  2,4-dichloro~henox~acétipe. ................................ --- 
O e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  o n t  é t é  r e p i q u é s  s u r  l e  m i l i e u  d e  

- 8  b a s e  a d d i t i o n n é  d e  2 , 4 - D  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  s u i v a n t e s  : 10 , 
10-' e t  lq- '  y / l .  L e s  e x p l a n t a t s  c u l t i v é s  e n  p r é s e n c e  d e  

IO-' Y / l  d e  2.4-D p r é s e n t e n t  a p r e s  doux m a i s  d e  c u l t u r e  d o s  

p r o t u b é r a n c e s  g d n é r a l e m e n t  a u  nombre  de  d e u x ,  3 l a  b a s e  d e s  



e x y l a n t a t s .  Ces  p r o t u h é r a n c e ç  s o n t  v e r t e s ,  l i s s e s  e t  d é p o u r v u e s  

d e  r h i z o i d e s .  C e l l e s  c i  D e u v e n t  a t t e i n d r e  un  d i a m è t r e  d e  9 mm 

e n v i r o n .  LDrsque c e s  p r o t u b é r a n c e s  s o n t  s é p a r é e s  d e  l ' e x p l a n t a t  

e t  r e o i q u é e s  s u r  un m i l i e u  s a n s  f a c t e u r  de  c r o i s s a n c e ,  e l l e s  

3 é v s l o p n e n t  d e s  r a c i n e s  ( F i g .  T.4). Le 2,4-D 3 c o t t e  c o n c e n t r a -  

t i o n  p r o v o q u e  d o n c  u n e  p e r t u r b a t i o n  d e  l a  m o r p h o l o g i e  d e s  r a c i -  
- 6  n e s .  Aux c o n c e n t r a t i o n s  s u p é r i e u r e s  à 10 Y/lr l e s  e x p l a n t a t s  

m e u r e n t  r a p i d e m e n t .  P o u r  d e s  r loses  p l i l s  f a i b l e s ,  n o u s  n ' o b s e r -  

v o n s  p a s  d e  m o d i f i c a t i o n s  du  d é v e l o p p e m e n t  des p l a n t u l e s .  

L ' a c i d e  q i b b é r e l l i q u e .  ...................... 
L ' a d j o n c t i o n  d ' a c i d e  g i 3 b é r e l l i q u e  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  

IO-', e t  IO- '  Y / l ,  n e  m o d i f i e  p a s  l e  d C v e l o p p e m e n t  d e s  

e x p l a n t a t s  m a i s  c l u s  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  A G  e s t  é l e v é e ,  p l u s  
7 

l e  t a u x  d e  s u r v i e  e s t  f a i b l e .  

b . 1 . 2 . 3  L e s  c y t o k i n i n e s .  ---------------- 
b . 1 . 2 . 3 . 1  La k i n é t i n e .  ------------ 

A d d i t i o n n é e  a u  ! n i l i e u  d e  c u l t u r e ,  l a  k i n é t i n e  n e  m o d i f i e  
-6  p a s  l e  Z é v e l o p p e m e n t  d e s  e x p l a n t a t s  jusqu 'd  10 Y / 1 .  A u  delà, 

o n  c o n s t a t s  u n i q u e m e n t  u n e  i n h i b i t i o n  d e  l a  r h i z o ~ é n 8 ç e .  

b . 1 . 2 . 3 . 2  La h e n z y l a m i n o p u r i n e .  
-------i------------- 

5 . 1 . 2 . 3 . 2 . 1  O b s e r v a t i o n s  -----,--,,,,-f,,c:,,, a o r o ~ o l o ~ i q u e s .  ,-,-,, 

La b e n z y l a m i n o p u r i n e  p r o v o q u e  l a  f o r m a t i o n  d e  b o u r g e o n s  

q u i  a u p a r a i s s e n t  à l a  b a s e  d e  l ' e x p l a n t a t ,  ces bo31rgeons d o n t  

l e  nombre v a r i e  g 8 n é r a l e m e n t  e n t r e  1  e t  3 se  d 6 v e l o p ~ e n t  Dar  

l a  s u i t e  e n  w l a n t u l e s  d ' a l l u r e  i d e n t i q u e  a u x  ~ l a n t u l e s  m è r e s  

( F i g  1.5 e t  1 . 6 ,  ? h o t 0  T . 6 ) .  

L o r s q u e  l e s  e x p l a n t a t s  s o n t  r e p i q i i 6 s  s u r  l e  m i l i e u  d e  

FOWNTSBRCH, l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  e n  BAD p o u r  l ' a p n a r r t i o n  
-6  

d e s  b o u r g e o n s  e s t  d e  5 .10  '4/1 ( T a h l e  1.4). 

La c r o i s s a n c e  d e s  h o u r q e o n s  e s t  é q a l e m e n t  s o u s  l a  36pen-  

d a n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  R A P  du  m i l i e u  d e  c n l t u r e  p u i s q u '  
- 5  

a u  d e l à  d e  10 ~ / l ,  o n  c o n s t a t e  un SI -ocage  d e  l a  d i f f é r e n c i a -  





o r i  
" n  1 



t i o n  d e s  p l a n t u l e s  f i l l e s .  

T a b l e  T . 4  : I n f l n e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  sAp ( M / I )  s u r  l e  

h o u r q e o n n e m e n t  d e  f r a o m o n t  d e  tige i n  v i t r o  snrès  6 7  j o u r s  ge 

c u l t u r e .  ( c v  2 3 3 2 8 ) .  

'?h Xx : nomSre d ' e x ? , a n t a t s  r e ~ i q u 4 s  o a r  c o n d i t i o n .  

4 S : p o u r c e n t a q e  d ' e x o l a n t a t s  s u r v i v a n t s  e n  F i n  d e  c i ~ l t u r e .  

% Pf : Q o u r c e n t a g e  d ' e x - l a n t a t s  p r é s e n t a n t  d e s  b o u r g e o n s .  

D f < 5  : nombre d e  p l a n t u l e s  f i l l e s  de t a i l l e  i n f é r i e u r e  5 5 mm 

par e x p l a n t a t  n r é s e n t a n t  ces f o r m a t i o n s .  

2f > 5  : nombre rle o l a n t u l e s  f i l l e s  ?a t a i l l e  s u - 6 r i e u r e  5 5 a m  

p a r  e x p l a n t a t  p r é s e n t a n t  ces f o r m a t i o n s .  

Q f  : nombre t o t a l  d e  b o o r q e o n ç  p a r  e x a l a ~ t a t  o r é s a n t a n t  c e s  

f o r m a t i o n s .  

F : nombre  d e  f e u i l l e s  a p o a r u e s  e n  c o u r s  d e  c u l t ~ r e  s u r  l a  

n l a n t i i l e  ~ 6 r e .  

?? : nomhre  de  r a c i n e s  a n p a r u e s  e n  c o u r s  de c s l t ~ r e  sur l a  

n l a n t u l e  rnèro. 

t a  ? A l  j o u e  é g a l e m e n t  un r ô l e  i 9 p o r t a n t  s u r  l a  c r o i s s a n c e  
- 6  d e s  f r a g m e n t s  de  t i g e  ( p l a n t u l e s  a è r e s ) .  3 5 - 1 9  ~ / 1 ,  l a  

f o r m a t i o n  d e  f e u i l l e s  e ç t  f a v o r i s é e  Dar  l a  p r é s e n c e  4 e  SAP m a i s  

l a  t a i l l e  d e  c e l l e s  c i  e s t  n e t t e m e n t  n l u s  r é e u i t e .  Vn e f f e t  
- 6  t o x i q u e  des c o n c e n t r a t i o n s  s u p é r i e u r e s  5 5 . 1 0  r : / 1  se  t r a d u i t  

p a r  un r a l e n t i s s e m e n t  i m p o r t a n t  d e  l a  c r o i s s a n c e  e x p r i m é e  e n  

nomhre da f e u i l l e s  p a r  e x p l a n t s t  e n  f i n  de c i l l t u r e ,  a i n s i  cue 

p a r  une  a u g m e n t a t i o n  d e  l a  m o r t a l i t é .  E n f i n  l a  BAP i n h i b e  p l i l s  

o u  m o i n s  t o t a l e m e n t  l a  r h i z o g 6 n è s e  s e l o n  l a  d o s e  e m p l o v é e .  



� fi^ de déterminer la provenance des bourgeons qai 

apparaissent sous l'action de la 9AP, l'expérience suivante 

a et6 entrenrise : des plantules sont d'abord cultivées à 

l'ohscurdté pendant 6 0  jours sur le milieu do hase dépourvu 3e 

réqiilateur de croissance. ta culture à l'obscurité provoque 

un allongement des entrenoeuds de la tiqe, certaines slantules 

prSsentant an esoacement entre les noeuds 3'environ 1 cm. 

T,es plantules sont ensuites prAlevées aseptiquement et effenil- 

lées afin de mettre à nu les méristèmes axillaires puis repiquées 
- 5  

sur le même milieu mais additionné de 5.10 'd/l de SAP. 

Après deux mois de culture, on ohserve que tous les bourqeons 

apoaraissent au niveau des noeilds et que ces bourgeons sont tous 

situés dans un même plan et en position alterne 

D'après leur lieu d'aoparition et leiir nosition les uns 

pax rapnort aux autres, on Deut donc conclure que les bourqeons 

sont issus du dévelopnenent des méristèmes axillaires. 

b.1.2.3.2.2 Observations anatomigues. .................... ---- 
Les observations microscopiques de coupes longitudinales 

de plantules cultivées pendant deux mois et demi en présence 

de 5.10-~ t4/1 de 9AP ont aontre que les bourgeons se dévelop- 

pent à partir des méristèmes axillaires prgsents sur l'explan- 

tat (Photo 1.7) . 
On constate également que les méristèmes axillaires de 

la hase de la plante ont un état de développement plus avancé 

(Fig. 1.7 c et 1.8 c) que les méristèmes situés en ~osition 

médiane (Fi-. 1.8 h et 1.9) alors que les mexistëmes axillaires 

su~érieurs sont dormants (Fiq. 1.8 a et 1.10). 

La orAsence de SAP dans le milieu de culture lève l'inhi- 

bition des méristèqes axillaires les plus él-oiqnés du méristème 

apical. On retrouve donc un phsnomène de sirnole dominance 

apicale. 

b.1.2.3.3 L'isopentényladénine. ..................... 
-6 

L'adjonction au milieu de culture de 5.10 M/1 dlIPA 

provoque le développement des méristèmes axillaires présents 



- 63 - 
1 ?:bristSme a p i c a l  CU tcurgeon.  

2 Primordia f o l i a i r e s  du bourgeon. 

3 Limbe f o l i a i r e .  

4 Vaisseaux de xylème. 

5 aac ine .  

6 Base aes racines s ec t i onnées .  

Fiq. 1 . 7  : Coupe ion 

d i n a l e  à '  une p lan tu l  

mère presentant ces 

tourcjecns en vo i e  de  

dévelcppenent . 
6% 
\ i l l i :  
. 









s u r  l e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  m a i s  a v e c  u n e  e f f i c a c i t g  m o i n d r e  

q u e  l a  '330.  

L ' I P a  e s t  t o u t e f o i s  moins  t o x i q u e  q u e  l a  3 A ?  p u i s q u e  l ' o n  

n ' o b s e r v e  p a s  d e  r a l e n t i s s e m e n t  d e  l a  c r o i s s a n c e  e t  il n ' i n h i 5 e  

Gas l a  r h i z o q é n è s e  d a n a  l a  gamme d e  c o n c e n t r a t i o n  t e s t é e  

( F i g .  1 . 1 1 ) .  
" t 

#- 

O > 
O to8 a7 ,ô6 5.10-~ IPA 

? i g .  1 1  : I n f l u e n c e  d e  1'1P4 ( e n  Y / 1 )  s u r  l e  nombre ( N I  d e  

f i - i l i l l e s  (-) , d e  r a c i n e s  ( 9 )  e t  d e  S o ~ ~ r q e a n s  ( - - - 1  Be 

f r a ç n e n t s  de t i g e s  a p r E s  75 j o u r s  d e  c u l t u r e  ( c v  23721)  . 

b . 1 . 2 . 3 . 4  La 3enzy1-tetsahydrooyranyl-adénine. ------- ------------a--------------- 
La ? 9 A  i n d u i t  i u a l e m o n t  l e  d 6 v e l o p u e n e n t  ?.es méristsrnes 

a x i l l a i r e s  d e s  f r a g m e n t s  d e  t i q o ,  s o n  e f f i c a c i t é  é t a n t  l é g 5 -  

r e m e n t  i n f o r i e u r e  à c e l l e  de  l a  94P m a i s  s u o é r i e u r e  à c e l l e  

de L'IPA. 

L a  ?BA d ' u n e  ? a r t  i n h i b e  l a  r h i z o q é n è s e  - u i s q a ' 3  l a  
-4 

c o n c e n t r a t i o n  d e  5 . 1 0  Y / 1 ,  n o u s  n ' o b s e r v o n s  p l u s  a u c u n e  

f o r m a t i o n  de r a c i n e s  e t  d ' a u t r e  ? a r t  r a l e n t i t  l a  c r o i s s a n c e ,  

l e  nombre de f e u i l l e s  p a r  e x p l a n t a t  d e c r o f t  a v e c  l ' a u q m e n t a -  

t i o n  de l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  P B A  ( F i g .  1 . 1 2 )  . 



Fis. 1 .l2 : Tnf l i ience  de  l a  P Q A  ( e n  Y / l )  s u r  l e  nombre ( 1 7 1  

de  f e u i l l e s  - 1  , d e  r a c i n e s  ( * )  e t  d e  ho i r raeons  ( - - -1  

d e  f r a g m e n t s  de t i q e  a p r a s  75 j o u r s  de c u l t u r e  ( c v  2332Q). 

s u r  l e  nombre de  f e u i l l e s  (-1, de  r a c i n e s  ( * - * )  e t  de  

bourgeons  ( - - -  de  f r a g m e n t s  d e  t i g e  c u l t i v 6 s  en  -r: - s e n c e  

5 .10- '  Y 1 1  de 3 A P  p e n d a n t  7 5  j o u r s  (cv 2 3 3 2 8 ) .  

T , ' a d j o n c t i o n  d ' a u x i n e  a u  m i l i e u  de  c u l t u r e  r e n f o r m a n t  
-6 

5 . 1 0  ~ / 1  2 s  99P rnodi f io  l e  d4ve loppement  s e s  f r a g m e n t s  de  

t t g n  r = < - .  7 * ? '  - . - -  . 
N A  

25 ! 

2 

15. 

1 

af, ! 

O ,  

O 
d 

IO-' IO-'  IO-^ IO-' ANA O IO-? lô6 10' AIA 
Fig. 1 . 1 3  : I n f l u e n c e  ne  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  A v A  e t  a14 ( M I L )  
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- 5 One c o n c e n t r a t i o n  i ? J?o r t an t e  d'AV9 (10  M / 1 )  r s t a r d e  l a  

c z o i s s a n c e  ? e s  e x p l a n t a t s ,  ce q u i  s e  t r a d u i t  Far une d i m i n u t i o n  

du nombre de  f e u i l l e s  e t  du  nom3re de r a c i n e s  a p p a r u e s  a p r è s  75 

j o u r s  8e c u l t u r e ,  a l o r s  que  l ' a d d i t i o n  d'AIA ne modiFie  p a s  l a  

c r o i s s a n c e  e t  làve ~ a r t i e l l e m e n t  l ' i n h i b i t i o n  Ce l a  r h i z o g é n è s e  
- 5  aux  c o n c e n t r a t i o n s  é l e v é e s  (10 M / l )  . 

L a  f o r m a t i o n  d e  ?zourgeons e s t  n e t t e m e n t  s t i m u l é e  l o r s q u e  
- 7  

l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  a u x i n e  e s t  6 q a l e  à 10 !f/l ?ou=  ANA e t  

IO-' :1/1 pour  1 ' 9 1 ~ .  

S i  au  n i l i e u  de  c u l t u r e  e s t  a d d i t i o n n é  s o i t  d e  L ' A N A  

( I C - ~  N / l )  , s o i t  de  1 ' A I 4  (10- '  M l  l a  v a r i a t i o n  3 e  l a  concen-  
-5 t r a t i o n  en  BAD d a n s  une qamme c o m p r i s e  e n t r e  2.10 e t  8 .10 -6 

? 4 / l r  mont re  que  l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  en  ?!A? F o u r  l a  forrna- 
-6 t i o n  de bourgeons  e s t  de l ' o r d r e  de  2.10 en  p r é s e n c e  3'A:TA 

e t  6 . 1 0 - ~  en  p r é s e n c e  d ' A i i  ( F i q .  1 . 1 4 )  . 

ANA 6' AIA c8 

- 6 F i g .  1 . 1 4  : I n f l u e n c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  en  9 A P  (10  Y / 1 )  

s u r  l e  nombre ("1 de  f e ~ ~ i l l a s  (-) dz r a c i n e s  ( 0 )  et- de 

bourgeons  ( - - -  1 d e  f r a g n e n t s  de t i q e  c t l l t i - r 4 ~  3e r i aan t  7 5  j o u r s  
-7 -f? 

en  o r é s e n c e  (I'ANI? (1(! Y / 1 )  ou Z ' P - Z A  (10  Y )  ( c v  2 3 3 2 9 ) .  

F n f i n  nous avons  dga lemen t  c o n s t a t s  que  l ' a u g m e n t a t i o n  

de  l a  c o n c e n t r a t i o n  en  73AP i 3 h i b e  l a  r h i z o q é n è s e  q u e l l e  q u e  



s o i t  l ' a u x i n e  a s s o c i é e  e t  r e t a r d e  l a  c r o i s s a n c e  e n  p r é s e n c e  

d'RNA. 

b.l.2.A.2.1 Les a s s a c i a t i o n ç  BAP - T 3 A  et BAP - ?BR. ........................................ 
D e s  f r a q m e n t s  de t i g e  o n t  C t b  c u l t i v 4 s  e n  p r é s e n c e  d e  BAP 

à 2 c o n c e n t r a t i o n s  d i f f é r e n t e s ,  l ' a n e  o p t i m a l e  p o u r  l a  Forma- 
-6  

t i o n  de  S o u r q e o n s  (5.13 Y/l), l ' a u t r e  i n f o r i e u r e  X l ' o p t i m u m  

( 1 0 ~ ~  11/11 s n  a s s o c i a t i o n  a v e c  une a u t r e  c y t o k i n i n e ,  s o i t  
-7 

L ' I P A   IO-^ ou IO-' ? ( / I I  , s o i t  ia P P E  ( 1 0  O t t  IO -' M / I )  

( F i g .  1.15 et 1 . 1 6 )  . 

Fin. T . 1 5  : I n e l u e n c e  .e l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  I P A  (?!/Il s u r  l e  

nomhre (Pl) d e  f o u i l l e s  1-1, d e  r a c i n e s  e t  de  S o u r q e o n s  

( - -O)  de f r a c j m e n t s  5 e  t i u e s  c u l t i v 8 s  p e n d a n t  75  j o u r s  e n  pré- 
-6  

s e n c e  de 5.10 (.) o u  I O +  ( O )  p ? / l  de 3 A P  ( c v  2 3 3 2 8 ) .  

Pour l a  f o r m a t i o n  de  h o u r q e o n s ,  o n  c o n s t a t e  q u e  l o r s q u e  

l a  3 A P  e s t  e n  c o n c e n t r a t i o n  o p t i a a l o ,  l ' e f f e t  c y t o l i n i q u e  de  

l ' a u t r e  r é g u l a t e u r  d e  c r o i s s a n c e  ( T P I  o u  P I A I  n e  s ' a d d i t i o n n e  

?GS  3 c e l u i  d e  l a  BA- a l o r s  q u e  lorsque l a  Bq? est e n  c o n c e n t r a t i o n  

i n f r a o n t i a a l e ,  i l  y a s y n e r g i e  3 e s  e f f e t s  3es ,3oux c y t o k i n i n e s .  



r 

O  IO-^ id6 PBA 

F i q .  I . 1 6  : I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  D R A  ( Y / L )  s u r  l e  

nombre d e  f e u i l l e s  - 1  , de r a c i n e s  ( ) e t  d e  h o u r q e o n s  

( - - -  ) d e  f r a g m e n t s  d a  tiges c u l t i v é s  b e n d a n t  75 j o u r s  e n  
-6 -6   rése en ce de 5 .10  ( a )  o u  10 ( 0 1  ~ / l d e R $ P  ( ~ ~ 2 3 3 2 8 ) .  

On c o n s t a t e  S q a l e m e n t  que l 1 a d 6 i + i o n  d e  P B A  o u  d'I?A 

d r a i s o n  d e  IO-' K / 1  a u  m i l i e u  c o n t e n a n t  30 l a  SAP à 5 .  1oe5 

X / 1  p r o v o q u e  une l e v e e  d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  r h i z o g é n è s e  due  à 

l a  p r é s e n c o  d e  9AP a i n s i  q u ' u n e  d 6 r é p r e s s i o n  de l a  c r o i s s a n c e  

a e s u r é e  p a r  l e  nombre  d e  f e u i l l e s  a p n a r u e s  p e n d a n t  l a  c u l t u r e .  

P a r  c o n t r e ,  l o r s q u e  l a  B A 3  e s t  e n  c o n c e n t r a t i o n  i n f r a o p -  

t imale ,  L ' a u g n e n t a t i o n  d e  l a  d o s e  de l ' a u t r e  c y t o k i n i n e  

m o n t r e  l e s  phénomenes  c l a s s i q u e s  dus  2 l a  n r é ç e n c e  d ' u n e  

c y t o k i n i n e  : i n h i b i t i o n  de  l a  r h i z o a é n è s e ,  s t i i u l a t i o n  ?u 

kiourqeonnement  a i n s i  c u ' u n e  l S a è r o  r g q r e s s i o n  4e La c r o i s s a n c e .  

DIS c u l t u r e s  d? C r s a n s n t s  Fa t i g e  s u r  a i l i e u  " haaçe 

a C C i t i o n n d  d e  '9F. ( 1  o u  5 . 1 0 - ~  u/l) e t  C11P4 ( I O - ' ,  
-6 

ou 10 ' * / L )  o n t  f a u r n i  s s r i s i S l e r l ~ n t  l o s  ~iSrr ,os  r 5 s ç u I t a t s  nile 

l o r s q u e  l o  m i l i e u  r z n f ~ r n e  r l e  l a  3 R D  a s s o c i B e  3 i lno  a n t r e  

c y t o k i n i n e  (iig. 1 . 1 7 )  . 
L o r s q u e  l a  093 e s t  - r é s e n t e  4 une  c o n c e n t r a t i o n  i n f r a -  



o p t i m a l e  p u r  l e  b o u r g e o n n e m 3 n t ,  1 1 a d 8 i t i o n  c ? ' I P A  s t i m u l e  l e  

Sourqeonnernan t  e t  i n h i b e  l a  r h i z o g é n è s e  a l o r s  que l ' I ? k  

ernploy6e s e u l e  n ' a  2 r a t i q a e m e 2 t  ? a s  ? ' i n f l u e n c e  s u r  1s 

r h i z o g é n è s e .  

F i g .  Z e 1 7  : l n f l u s n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  I P 9  ( !4/1)  s u r  

l e  norn5re ( - 7 )  d e  c e u i l l e s  - 1  , ", r a c i n e s  ( .) e t  d e  

b o u r g e o n s  ( - - -  ) 3e f r a q a e n t ~  d e  t i g e  c u l t i v 4 ç  n o n d a n t  75  
-6  -6 j o u r s  e c  ~ r g s o n c e  d e  5 . 1 3  ( a )  ni1 19 ( 0 1  V / l  d4 ? q A  

( c v  2 3 3 2 1 ) .  

? a r  c o n t r e ,  l o r s f f u e  l a -  c - r t o l c i n i n e  1.1 p l u s  a c t i ~ t i -  s u r  Le 

h o u r n e o n n e m e n t  (DQ4) e s t  e n  c o n c e n t r a t i o n  o p t i ~ a l e ,  l ' a d d i t i o n  

? ' I P A  l è v e  l ' i n 5 i 5 i t i o n  d e  l a  r 5 i z o q A n 3 s a  p r o v o q u é e  car la PBA 

o t  ? r o v o q * l e  Tlne  3 5 r é ~ r e s s i o n  3e la e r o i s s a n c e  3 e  l ' e x p l a n t a t .  
-6 3 ' a u t r a  n a r t ,  l l a F ! ? i t i o n  ? e  10 Y / L  ?'T?q, c o n c e n t r a t i o n  

i n s a f f i s a n t e  beur a s s u r e r  le 4 b v e l o ~ ? e m e n t  + o s  m 5 r i s t F m e s  

a x i l l a i r e s  q u a n d  c e t t e  c y t o k i n i n e  est e m g l o v 5 e  s e u l e ,  n e  

o s r m e t  -as non ?lus l a  F o r m a t i o n  d e  S o u r g e o ~ s ,  ~ 6 m e  e n  ? r o s o n c o  

d e  5 . 1 0 - '  ?!/1 do D 3 A .  

3 . 1 . 2 . 4 . 3  ~ s s o c i a t i o n  !3W - a c i 3 e  t r a n s c i n n a ? i a n o  ----- , -- , - , --- , -- , -------------------t--2 

L ' a c i d e  t r a c s c i n n a m i q u e  c o n s i 3 8 r é  comye u n e  s u 9 s t a n c e  

3 - r o n r i A t é  s n t i  a u x i n i q u e  (V9N OVFQRFGK, 3EON3ZAF e t  ïORNE, 



1 9 5 4 )  associé 2 la. 3AP tel. que le nr6conise A q 9 I T r n T  (1Q7S) 

ne favorise pas I n  lormation t?e bollrgeons et e s t  aëma corte- 

nent toxique (Fia. 1. IF?) . 

Fia. I.17 : Influence de la concentration en sci8e trans- 

clinnamLatre (ZiltC en M/I) siIr le nombre fie feuilles (-1, 

de racines ( * )  et fie bourqeons ( - - -  :e F r a n m e n t s  3e 'iae 
-5 cultivés pendant 75 jours en nroçence de 5.10 P/l de R A D .  

(cv 2 3 7 2 1 ) .  

action cytokinique faiSie. .......................... 
neux composés connus pour leur Eaihie activité cytokinique, 

l'adenine et la dip3énylurAe ainsi qu'une nolécule voisine de 

la Q A P ,  la Senzoyladénine, ont été associ~es à la 3 A P  .?rSsente 

Z 5 . 1  O-' ~ / 1  dans le milie11 de cultiire. 

De V 5 20 mu/l, 18ad6nine s t i m u 1 . e  la r a r ~ a t i o n  d o  

5ourqeons et n'a pas d'action sur la r!;izoa6në=e. Aux concentra- 

tions sup6tieurssr L'aEénine inhibe le bourgeonnement, Par con- 

tre entre 2 0  et 1C0 mq/l, l'adénine lève l1Snhi4ftion de la 

rhizoaén5qe 3ue 3 la prgsence de 9 A P  dans 1- milieu de culture, 

nuis an observe à nouveau *]ce inhibition de La rhizoa6nèse au 

<el$ de 100 m?/l (Fig. 1.13) . 



Aux c o n c e n t r a t i o n s  supér ! . eu res  B 200 n g / l ,  l ' a d é n i n e  

p r o v o q u e  une  m n d i f i c a t i o n  d e  l a  n o r p h o l o q i e  des p l a n t u l e s .  

9n  c o n s t a t e  un  ~ o n f l e n e n t  d e  l a  k a s e  des s l a n t u l e s  du  à 

l'épaississement de l a  g a i n e  des f e u i l l e s  b a s a l e s .  L e s  l i n b e s  

f o l i a i r e s  p r e n n e n t  un a s p e c t  c h a r n u  e t  d e v i e n n e n t  c a s s a n t s ,  

d ' a u t r e  p a r t ,  l e u r  c o u l e u r  p a s s e  du v e r t  a u  r o u g e  s o m b r e  

a v e c  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  du  m i l i e u  e n  a ç é n i n e .  

F i g .  1 . 1 9  : T n f l t t e l c e  .le l ' a d é n i n e  ( A ?  rnq/l) s u r  l e  nom5ro (N) 

do f e u i l l e s  (-1 , d e  r a c i n e s  ( 0 )  e t  de b o u r g e o n s  ( - - -  1 de 

F r a g m e n t s  de  t i g e  c u l t i v é s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r d s e n c e  d e  

S.IO-' Y / I  ne e 4 ~  ( C V  2 3 3 2 ~ ) .  

La Z i p h é n y L u r 6 e  i n h i 5 e  l e  b o u r n e o n n e m e n t  mais n ' a  p a s  ?'in- 

f l u e n c e  s u r  l a  r h i z o g 4 n S s e .  Ce composé m o n t r e  un  e f f e t  t o x i q u e  

à p a r t i r  de  40 m q / l  ( F i q .  7 . 2 0 ) .  

Au c o n t r a i r e ,  la b e n z o y l a d é n i n e  n ' a  pas  ? ' a c t i o n  s u r  

le b o u r g e o n n e a o n t  x a i s  i n h i b e  l a  r h i z o g é n è s e .  Un e f f e t  

t o x i q u e  a p p a r a î t  a p a r t i r  d e  500 m g / l .  



F i g .  1 . 1 9  : I n f l u e n c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  d i p h ë n y l u r é e  

(rtLTJ e n  rng/ l )  sur l e  nombre  ("7) de F e u i l l e s  (-1, d e  r a c i n e s  

( 1 e t  d e  b o u r g e o n s  ( - - -  ) Ze F r a g m e n t s  d e  t i q e  c u l t i v é s  
-6  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r e s e n c e  2e  5 . 1 0  V / 1  de S A P  ( c v  2 3 7 2 1 )  . 

F i g .  1 . 2 1  : I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c o n t r a t i o n  e n  h e n z o y l a d ê n i n e  

(BOA e n  m g / l )  s u r  l e  nombre  (!JI d e  f e u i l l e s  - ) ,  fie r a c i n e s  

( 0  9 )  e t  d e  b o u r g e o n s  ( - - -  2e  f r a g m e n t s  3.e t i g e  c u l t i v b s  
- 5  o e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r é s e n c e  d e  5.10 M / l  d e  3 A ?  ( c v  2 3 7 2 1 ) .  



h . 1 . 2 . 4 . 5  A s s o c i a t i o n  B A P  - é t h y l è n e .  ........................... 
Des f r a g m e n t s  d e  t i g e  o n t  é t é  c u l t i v é s  e n  t u b e s  h o u c h 6 s  

a u  c o t o n  h y d r o p k i l e  e t  p l a c é s  d a n s  une  e n c e i n t e  e n  v e r r e ,  

c l o s e ,  ? a n s  l a q u e l l e  o n t  été i n t r o d u i t e s  2 i F f é r e n t e s  d o s e s  

d ' é t h y l è n e .  

A p r è s  d e u x  m o i s  e t  demi  2 e  c u l t u r e ,  on  c o n s t a t e  q u e  

l ' é t h y l è n e  p r o v o q u e  u n e  m o r t a l i t p  i n p o r t a n t e  d e s  e x p l a n t n t s  

e t  i n h i b e  l a  n é o f o r n a t i o n  d e  b o u r q e o n s  n o r m a l e m e n t  i n d u i t e  

p a r  l a  p r é s e n c e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  d e  9AP 5 l a  c o n c e n -  
-6 t r a t i o n  de 5 . 1 0  M / 1  ( T a b l e  X.5). 

T a b l e  1 . 5  : I n f l u e n c e  d e  l ' é t h y l è n e  ( e n  O / , , .  V / V ) s u r  l e  

nombre da f e u i l l e s ,  de  r a c i n e s  e t  d e  h o u r a e o n s  d e  f r i u m e n t s  
-6 de t i g e  c u l t i v é s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r é s e n c e  d e  5 . 1 0  V / l  

d e  B A P  ( C V  2 3 7 2 1 ) .  

O r g a n e s  

f e u i l l e s  

r a c i n e s  

b o u r g e o n s  

S d e  m o r t a l i t é  

h . 1 . 3  I n f l u e n c e  d e s  c o n d i t i o n s  fie c u l t u r e  e t  de  1s c o m p o s i t i o n  ........................................................ 
du  n i l i e u  s u r  1s h o u r s e o n n e n e n t  d e s  f r a a m e n t s  d e  t i q e .  
---------------------*-----------------------------a-- 

?TRYL"3TF O / , o ,  v/V 

h . 1 . 3 . 1  I n f l u e n c e  d e s  f a c t e u r s  l i é s  a u  n a t f r i e l  v é g G t a l .  .......................................... ----- 
b . 1 . 3 . 1 . 1  I n f l u e n c e  d u  g é n o t y p e .  ...................... 

20 

2 , 3 3  

0,OO 

O ,  33  

8 7 

C) 

1,69 

0 , 2 7  

1 , 6 0  

8 

1 3  - 1 a n t u l e s  p r é l e v é e s  s u  s e i n  ? ' u n e  p o p u l a t i o n  h g t é r o g g n e  

d e  ~ l a n t u l e s  d e  semis ( c v  3 3 3 3 Q )  a ? t  e t 6  c u 7 t i v G e s  s u r  l e  m i l i e u  
-G 

de  b a s e  a d d i t i o n n é  ?e 5 .10  "/1 d e  91D. Anrès  ? e u x  p o i s  e t  d e v i  

d e  c u l t u r e ,  l o s  b o u r g e o n s  q u i  se s o n t  d 6 ~ ? e l o p ~ é ç ,  s o n t  i s o l é s  

e t  r e p i q u 6 s  s u r  l e  aêmo ~ i l i e u ,  c e s  p l a n t u l e s  f i l l e s  4 P v e l a n n e n t  

à l e u r  t o u r  d o  nouveai lx  3 o i i r q e g n s  q u i  s o ? t  à nouvoau  i s o l "  e t  

5 

1 , 9 5  

0 , 3 0  

0 , 9 5  

1 7  

19 

2 ,O0 

0 , 3 8  

1 , 1 3  

6 7  



ro~iqués. On a 5onc ainsi 13 I t q n P e s  nuaérntoes c7e 1 2 13. 

T la fin des 3' et 3O gassaqes, on citcnle lin coeççfcient Jo 

a-1 ?lssaqe a + 1 sur le n o ~ b r e  d'explantats au passage ?? 

0L h 
O 

* 
1 2 3 4 X t aux  d e  vulti- 

vlieation ais 

Pig. 1.22 : Influence du génotyne et du nonbre de passages ?assaTe  

sur le taux de multi~lication Le différentes lignées reprgçen- 

tées chacune par un point nan6roté. 

On constate qu'il existe une corrslation significative 

au seuil de 14 entre le taux de nuttiplication au 2O cassaue 

et le taux de multiplication au 3' passaas. La droite de 

r6areesion calcuLc3c est C1&quation Y = n , 6 5  Y + n , 5 5  avec un 

coefficient de corrélation r = 0'77. 

Le qénotyne contrôle donc partiellement le d4velogpe~ent 

des m4rist~mes axillaires d e s  fraaments 5e t i q e .  



5.1.3.1.2 Influence du mode de nréparztion des explantats. ................................................. 
Le mode de Uissection d.es plantules lors 3u pr5lèvezent 

dos exnlantats, nodifie leur Gvolution au cours de la culture 

(Takle 1.6). Cinq tvpes d'exglantats ont été repiquSs, ce sont : 

1 - 3es 2lantules entières; 
2 - Jes pousses Ceuil14eç sans racine? 
3 - ?es ~ousses feuillées sans racine dont une partie de 

la Sase a et6 sectionnse transversalement; 

4 - des fragments de tige effeui~lBs, sans racine et Sase 
sectionnée; 

5 - 3es fragments de tiae sectionnés longitudinalenont 
dans un olan perpendiculaire au ~ l a n  Forme oar  los 

méristèmes axillaires. 

Table 1.6 : Influence des techniques de ~rélgvenent des explan- 

I 1 filature de l'ex~lantat 

tats sur la formation des feuilles, des bourgeons et des racines 

ainsi que sur le oourcentaoe de survie et le pourcentage de 

formation de protocornes a.Fr5s 75 jours de culture en sr'sence 
- 5 

de SAP (5.10 1 (cv 2 1 3 2 2 )  . 

- 
Organes 

Feuilles 

Racines 

90urc~eoris 

4 Survivsnts 

% Fornation de 
protocormes 

On constate que la présence des racines sixr l'explantat 

ne modifie -as son développement. Par contre l'ablation d'une 

partie de la base de l'explantat, donc ll~linination 3'une 

partie des néristgmes axillaires ~résents, dialnue le nombre 

de Sourgeons par culture. L'élimination des feuilles, donc 

la mise à nu de la totalité des ~6riçtèrnes axillairrs, retablit 

partiellement le taux de bourgeons form8s. 

C 

FeuilLes 
Tiacines 
Base 

1 
+ 
+ 
+ 
1,90 

0 , d e  

0,36 

1 C O  

O 

9 
L 

+ - 
+ 
1,90 

Q,46 

0,99 

190 

O 

5 
sect. 
long. 

Or75 

@,O5 

0,75 

- 40 

17 

3 1 4  
+ - 
- 
1,90 

0,13 

O,15 

100 

O 

- 
- 
- 

1,PO 

0,48 

0,4P 

95 

O 



La s e c t i o n  L o n q i t u 3 i n a l e  f ies  e x p l a n t a t s  ? e u t  p r o v o q n e r  

l a  n é o f o r m a t i o n  d e  p r o t o c o r m e s  ( 4  c a s  s u r  2 4  e x p l a n t a t s )  m a i s  

l e  t a u x  d e  s u r v i e  d e s  f r a q m e n t ç  c?e - 1 a n t u l e s  e s t  f a i b l e .  

L ' e x p l a n t a t  l e  g l u s  a p t e  ti f o r m e r  d e s  5 o u r q e o n s  e s t  d o n c  

c o n s t i t u é  p a r  u n e  p o u s s e  f e u i l l é e  <émunie  d e  ses r a c i n e s  e t  

d e  s e s  f e u i l l e s  e x t e r n e s .  

b.1.3.1.3 T n f l u e n c e  d e  l a  d e n s i t g  d e  p o p u l a t i o n  
---------------------------A---------: 

Le c o m p o r t e m e n t  d e s  e x p l a n t a t s  v a r i e  s e l o n  l e  nombre 

d e  f r a g m e n t s  d e  t i g e  r e p i q u e s  2 a r  f l a c o n  d e  500  m l  c o n t e n a n t  

5 8 12 15 20 NE 
F i g .  1.2 2 : I n f l u e n c e  du nonbrr d'expiantats -ar f l a c o n  (>TE) 

s u r  l a  f o r ~ a t i o n  d e s  f e u i l l e s  ( - 1 ,  Z e s  r a c i n e s  ( a * . )  e t  5 e s  

5 o u r a e o n s  ( - - -  1 a b r é s  75  j o u r s  d e  c u l t u r e  ( c v  23329). 

E n t r e  5 e t  12 e x p l a n t a t s  9 a r  f l a c o n ,  l ' a u g m e n t a t i o n  d e  

l a  d e n s i t g  de  p o p u l a t i o n  r a l e n t i t  l a  c r o i s s a n c e  a n i c a L e  d e s  

e x p t a n t a t s  e t  i n h i b e  f o r t e m e n t  t a  r h i z o n é n è s e .  An ,?el9 de 

12 a x p l a n t a t s  D a r  f l a c o n ,  on o h s e r v e  F a r  c o n t r e  u n e  s t i n ~ l a b i o n  

de l a  c r o i s s a n c e  e t  une  l e v é e  p a r t i e l l e  d e  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  

r h i z o g é n è s e .  L a  f o r m a t i o n  8.es b o u r ~ c o n s  e s t  o o t i m a l e  q u a n d  12 



e x p l a n t a t s  s o n t  r e p i q u g s  - a r  f l a c o n .  

G ' a u g g e n t a t i o n  d e  1.a d e n s i t ë  d e  n c n u l a t i o n  e n t r a î n e  

a r a l e n e n t  un n o i r c i s s e m e n t  i n n o r t a n t  d u  m i l i o n  d e  c n l t u r e  e t  

empeche l e  m a i n t s n i r  l e s  c u l t u r e s  s u r  l e  aéma m i l i e u  - e n d a n t  

-1~1s d e  60  à 75 j o a r s .  

b . 1 . 3 . 2  -------------------------d---------- I n f l * l e n c e  d e s  c o n d i t i o n s  ?e c u l t u r e .  

5 . 1 . 3 . 2 . 1  I n f l u e n c e  ? e  l a  t e m o é r a t u r e .  
-------------------i-------- 

L ' a u g m e n t a t i o n  n e  l a  t n n ~ 4 r a t u r e ,  e n t r e  2 0  e t  t g 0 ,  s t i n r t l i  

l a  c r o i s s a n c e ,  l ' e n r a c i n e m e n t  e t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  d e s  f r a q m e n t s  

d e  t i g e  (Fiq. 1 . 2 4 )  e n  r 4 c i a e  F.E t e m 2 6 r a t u r o  c o n s t a n t e .  

o r p a a f r b  f r b  f r b  

kmpimtwe 25' 23" 20" 

F i g .  1-24 : I n f l u e n c e  de  l a  t e m q g r a t u r e  s u r  l o  nombre (51)  d e s  

O e u i l l e s  ( 1  , d e s  r a c i a e s  (r) e t  d e s  h o u r g e o n s  ( h l  E o r s g s  ?ar 

f r a a m e n t  d e  t i a e  c u l t i v - s  p e n d a n t  7 5  j o u r s  o n  - r é s e n c e  d e  440 

( c v  2 3 7 2 1 ) .  

L o r s  d ' u n  a u t r e  e s s a i ,  n o u s  a v o n s  f a i t  s u b i r  a u x  c u l t u r e s  

Ces  p r S t r a i t e r n e n t s  a u  f r o i d  ? e n 2 a n t  1 ,  2  ou 3 s e m a i n e s  i 15O 



o u  une s e a a i n e  à IO0.  Ln f i n  2o t r a i t e m e n t ,  l e s  c u l t u r e s  s o n t  

r e p l a c o o s  1 25O. 

On c c i n s t a t e  qu'a l S O ,  l ' a i i q m e n t a t i o n  de l a  l u r e e  811 ?ré -  

t r i i t e n e n t  au F r o i l  s t i s u l e  l e  h o u r g e o n n e m e n t  n a i s  r G E u i t  11 

c r ~ i s s a n c e  d e s  e x p l a n t a t s  (Fig. r.251. Une p r é c u l t u r e  3. IO0 

s t i m u l e  d g a l e m e n t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  moyen p a r  a x p l a n t a t  sa rv i -  

v a n t  m a i s  L ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  d u r d e  d e  p r e t r . i t e m e n t  a u  f r o i d  

O U  l a  d i n i n u t i o n  d e  l a  t e m g s r a t u r e  a u g m e n t e n t  f o r t e m e n t  l e  

t a u x  d e  n o r t a l i t é .  

orgonr f r b  f r b  f r b  f r b  

I.mpimh*r 15O 15 O 15 * 10 " 
duri. 1  Sem. 2 m. 3 Sem. 1  =ln. 

Fig. 1 . 2 5  : I n f l u e n c e  de l a  + e m l Q r a t u r e  et da  l a  4urGe 4u 

g r é t r a i t e r n e n t  a u  f r o i d  s u r  l e  nombre l e s  f e u i l l e s  ( E l ,  d e s  

r a c i n e s  (r) e t  d e s  b o u r g e o n s  ( 5 )  f a r n o s  p a r  d e s  f r a g m e n t s  d e  

t i q e  e t  s u r  l e  p o u r c e n t a g e  C ' o x n l a n t a t s  s u r v i v n n t s  (4.9) a-rSs 
-6 75 j o u r s  d e  c u l t u r e  e n  p r o s e n c e  d e  5 .  IO V / l  d e  3 A P  ( c v  2 3 7 2 1 )  . 



5 . 1 . 3 . 2 . 3  T n F l u e n c e  d e  l a  l u m l è r e .  ........................ 
Deux c o n d i t i o n s  d e  p h o t o p é r i o d e  o n t  é t é  c o m p a r é e s ,  l e s  

c u l t i ~ r e s  5 t a r i t  ? l a c é e s  s o i t  .3. 12 h de l u m i è r e  p a r  j o u r ,  s o i t  

e n  l u m i e r e  c o n t i n u e .  

L ' é c l a i r e m e n t  d i s c o n t i n u  s t i m u l e  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  h o u r -  

g e o n n e m e n t  t a n d i s  q u e  I ' 4 c l a i r e i n e n t  c o n t i n u  p r o v o q u e  l ' i n h i b i -  

t i o n  t o t a l e  d e  l a  x h i z o q é n è ç e  ( T a h l e  1.7) . 

T a h l e  1 . 7  : I n f l u e n c e  i e  l a  p h o t o p é r i o d e  sltr l e  nom5re des 

f e u i l l e s ,  d e s  r a c i n e s  e t  d e s  b o u r g e o n s  f o r m é s  p a r  d e s  f r a g m e n t s  
4 d e  t i ~ e  c u l t i v 6 s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r é s e n c e  3e 5 . 1 0  ~ / l  ?e 

S A P  ( c v  2 3 7 2 1 ) .  

O r g a n e s  
F- 

F e t i i l l e s  

R a c i n e s  

S o t i r g e o n s  

L a  q u a l i t é  d e  l a  l u m i è r e  a S g a l e m e n t  une  a c t i o n  s u r  l e  

d é v e l o p n e m e n t  d e s  o x p l a n t a t s  ( F i g .  T . 2 6 )  . 
t a  l u m i è r e  f o u r n i e  p a r  d e s  t u b e s  S y l v s n i a  Gro Lnx s t i m u l e  

n e t t e m e n t  l a  r h i z o q é n è s e  e t  l e  h o u r g e o n n e m e n t  a l o r s  q u e  l e s  

r a d i a t i o n s  r o u g e s ,  b l e u e s  e t  v s r t e s  i n h i b e n t  l a  r h i z o q é n è s e  

?t d a n s  u n e  m o i n d r e  m e s u r e ,  l e  b o u r g e o n n e m e n t .  L ' o b s c u r i t é  

c o n t i n u e  a  p e u  d ' i n f l u e n c e  s u r  l e  S o u r g e o n n e m e n t  m a i s  e l l e  

a c c e n t u e  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  f o r m a t i o n  d e s  r a c i n e s .  L a  c r o i s s a n c e  

des e x p l a n t a t s  est p e u  m o d i f i é e  F a r  l e s  d i f f é r e n t s  s p e c t r e s  

u t i l i s % s .  

L ' e x i s t e n c e  d ' u n e  p 6 x i o d e  o b s c u r e  de  15 j o u r s  e n  d é b u t  d e  

c u l t i l r e  p r o v o q u e  une  d i m i n u t i o n  d u  nombre d e  b o u r g e o n  p a r  

e x p l a n t a t  ( F i ? .  1 . 2 7 ,  3 e t  Cl) e t  f a v o r i s e  l a  f o r m a t i o n  des  

r a c i n e s .  

P h o t o ~ é r i o d e  

2 4 / 0  

3 , 1 5  

0,OO 

0,92  

1 2 / 1 2 .  

3 , 4 5  

0,27 

1 ,c t l  



F i g .  1.26 : l n f t u e n c e  f?u s p e c t r e  lumine l lx  (G.L. : Gro Lux; 

R : ro l lTe;  ?? : b l e u e ;  V : v e r t e )  e t  ,Te ? - ' o b s c u r i t é  (O) s u r  le 

nombre d e s  f e u i l l e s  ( P l  , des r a c i n e s  (r) e t  des S o u r g e o n s  (b) 

f o r m é s  car des f r a g m e n t s  d e  t i g e  a c r è s  75 j o u r s  2 e  c u l t u r o  e n  

o r é s e n c e  d e  9AP ( c v  23771). 

Les f o r t e s  i n t e n s i t é s  l u m i n e u s e s  ( 4 0 0 3  L t ~ x )  i n h i h e n t  

? a r t i e l l e m o n t  l e  h o u r g e o n n e m e n t  ( P i g .  7.27, R e t  3) 3 a i s  ne  

n o d i f i e n t  - a s  l a  c r o i s s a n c e  d e s  e x p l a n t a t s .  

E n f i n ,  q u o i q u e  l a  c o r n s a r a i s o n  s o i t  d i f f i c i l e  3 - a i r e ,  l a  

? h o t o p e r i o d e  é t a n t  v a r i a h l e ,  i l  s e m b l e  q u ' u n e  a l t e r n a n c e  ee 

t e m p é r a t u r e  (2ij0 - ? O 0 )  a l l i g e  a u x  p h o t o ? 4 r i o c ? e s  c l a i r e s  e t  

o b s c u r e s  s o i e n t  r e s g o n s a S l e s  ?e I f i n % i S i t i o n  p a r t i e l l e  d u  

b o u r g e o n n e m e n t  ( F i g .  1.2', A, B et D l .  



O 

f r b  f r b  f ~ b  f r b  

phdopirio& 24-0 12-12 12-12 l2-12 

t'jaw-nuit 25-25 26-20 26-20 26 -20 

intemitien lui. 400 1500 1500 4000 

obrcwrti - - 1s i - 
F i a .  1 . 2 7  : I n f l u e n c e  Ze l a  p b o t o p é r i o d e ,  2e  l ' i ? t e n s i t G  

l u m i n e u s e ,  de  l a  - r é s e n c e  ? ' u n e  ~ h o t o ~ é r i o d e  o b s c u r e  en  d é b u t  

d e  c u l t u r e  e t  ?e  la c o n t i n u i t é  ou  de 13 d i s c o n t i n u i t é  c?e l a  

t e m p é r a t u r e  ç u r  l e  nombre d e s  C e u i l l s s  ( C l ,  30s r a c i n e s  f r )  

e t  d e s  bou rgeons  (b) f o r m é s  p a r  d e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  c u l t i v é s  
- 5  

p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r é s e n c e  de  5 . 1 0  Y/1. 4e 3 A P  ( C V  2 3 7 2 1 ) .  

5 .1 .3 .2 .3  I n f l u e n c e  du pH du m i l i e u  d e  cu l .+ure .  
------------a------------------------ 

L e  -'? i n i t i a l  ?u m i l i e u  ne c u l t u r e  est i?e S , d  ' Q , !  a a i s  

t a  s t 4 r i l i s a t i o n  d L ' a ~ s t o c L a v a  a b a i s s e  c e t t e  v ~ ? . - u r  3e  9 , q  

0,l i ~ n i t ê s  ?e -n. n e  mêne,  lo ?'velon?ernent ? e s  Cracmonts  

de  t i g e  drovoquo a n  a b a i s s e m e n t  fie 30 q , c  l : n i l 6 ~  

( F i ? .  1 - 2 8 )  . 



F i s .  1.2s : influence 3u nH i n i t i a l  a e o n t  a * l t q c l a v a s e  ( - F i )  

sar l e  -H 3u m i l i e u  8 e  c n l t u r e  aqrbs a ~ l t o c l a v s q s  oit o z  d i b u t  

9 e  c u l t i ~ r e  (qq?c)  o t  sur le 09 l u  ~ i l i e i l  a?-$? OC' j o a r *  3e 

c - i l t i i r e  ( o S F c )  . 

é v i t e r  c e t t e  b r g c i p i t a t i o n ,  il E a u t  a d d i t i o n n e r  La s o l u t i o n  

??oitr d 5 t e t n i n e r  l e  99 l e  pl-11s F a v o r a 3 l e  a u  S ~ u r g o o n n e ! n e n t  

d e s  f r s q n e n t s  d e  t i q e ,  n o u s  a v o n s  a j o u t 6  d e  l ' u p l .  2hT o u  du 

Y O a  2N a u  m i l i e u  a v a n t  a n t o c l a v a q e ,  <e n a n i s r e  5 ce qns l e  

-9 i n i t i a l  du m i l i e u  v a r i e  e n t r a  4 , Q  e t  9,s. Les v a l e u r s  du 

pY f i n a l  m e s u r é e s  a n r p s  90 joors . e  c u l t n r e  s o n t  r a n d o r t é e s  

<?ans l a  Figare 1.28. 

L e  d 4 v a l o n ~ e m e n t  ? e s  f r a q m e n t s  ?e t i n a  a c i f i i f i o  l e  milie1.1 

de  c u l t u r e ,  l ' a b a i s s e m e n t  du .DR d t a n t  ? l ' a u t a n t  . l u s  i n - o r t a n t  



q u e  l e  p H  i n i t i a l  e s t  p l u s  é l e v é  ( F i g .  1 . 2 8 )  . 
L a  c r o i s s a n c e  a i n s i  que  l e  bo i i rqeonnenen t  s o n t  m o d i f i é s  

p a r  l a  v a l e u r  ou pH du m i l i e u  ( F i g .  I . 2 0 )  . 

P i g .  1 . 2 9  : I n f l u e n c e  de  l a  v a l e u r  8u .FR du m i l i e u  de  c u l t u r e  

a v a n t  a u t o c l a v a r ~ e  (pHi l  s u r  l e  nombre (NI *es f e u i l l e s  (----) , 
d e s  r a c i n e s  ( * . * )  e t  d e s  h o u r ~ e o n s  ( - - -  p a r  Fragment d e  t i g e  

a p r e s  90  j o u r s  d e  c u l t u r e  en  p r é s e n c e  d e  9 A P  ( c v  2 3 3 2 8 ) .  

Pour  d e s  pH c o m p r i s  e n t r e  4,O e t  5,0, l a  c r o i s s a n c e  e t  

l e  bourgeonnement  s o n t  t r è s  f a i b l e s ;  i l s  s ' a m é l i o r e n t  e n s u i t e  

a v e c  l ' a u g m e n t a t i o n  du gH j u s q u ' à  6 , s  p u i s  d i m i n u e n t  j u s q u ' à  

pH 7 , 5 .  Au d e l à ,  on c o n s t a t e  une n o u v e l l e  a m é l i o r a t i o n  de  l a  

c r o i s s a n c e  e t  du bourgeonnement  q u i  e s t  o p t i m a l e  à pR 9,O. 

Le o r e m i e r  optimum semble  b i e n  r é ç u l t e r  de  l ' e f f e t  du 

TB t a n d i s  que  l e  s e c o n d  p o u r r a i t  r é s u l t e r  de  l ' a u g m e n t a t i o n  
+ 

de l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Y , p a r  s u i t e  d e  l ' e m p l o i  de  KOH p o u r  

tamponner  l e  m i l i e u .  

La r h i z o g é n S s e  e s t  peu  m o d i f i é e  p a r  l a  v a r i a t i o n  d e s  gH 

e t  demeure f o r t e m e n t  i n h i b é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  BAP ? a n s  l e  

m i l i e u  d e  c u l t u r e .  



11 f a u t  s o u l i g n e r  q u e  l e s  p n  b a s  p r o v o q u e n t  un  n o i r c i s s e -  

ment i m p o r t a n t  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  p a r  s u i t e  d e  l ' h y d r o l y s e  

p a r t i e l l e  d e  l a  g é l o s e ,  l a  d i f f u ç i o n  d e s  p o l v p h é n o l s  o x y d é s  

é t a n t  f a c i l i t é e .  P a r  c o n t r e ,  a u x  DR é l e v é s ,  l e  n o i r c i s s e m e n t  

du m i l i e u  r e s t e  l i m i t é  a u  c o n t a c t  d e  l ' e x p l a n t a t .  

Aux pH e x t r è m e s ,  (4,O à 5,O e t  9,O - 9,s) l e s  b o u r q e o n s  

ne se  d é v e l o p p e n t  p a s  e n  p l a n t u l e s  f i l l e s .  

Aux pH é l e v é s ,  9,O e t  9 , 5 ,  on  o b s e r v e  une  m o d i f i c a t i o n  

de  l a  m o r p h o l o q i e  d e s  p l a n t u l e s  m è r e s  c a r a c t é r i s é e  p a r  : 

- un q o n f l e m e n t  i m p o r t a n t  d e  l a  h a s e  de  l ' e x p l a n t a t ;  

- un é p a i s s i s s e m e n t  du  l i m b e ;  

- u n  r a c c o u r c i s s e m e n t  d e s  e n t r e n o e u d s ;  

- e t  e n f i n ,  l e  r a p p o r t  d e  l a  l o n g u e u r  s u r  l a  l a r q e u r  d u  

l i m b e  e s t  v o i s i n  d e  1 a l o r s  q u e  n o r m a l e m e n t  c e  r a p p o r t  

e s t  c o m p r i s  e n t r e  2 e t  3 .  

b . 1 . 3 . 2 . 4  I n f l u e n c e  du  s u p p o r t  d e  c u l t u r e .  
----------------a--------------- 

O u t r e  l a  c u l t u r e  s u r  m i l i e u  q é l o s é ,  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  

deux  a u t r e s  t e c h n i q u e s  : l a  c u l t u r e  e n  m i l i e u  l i q u i d e  a q i t é  

e t  l a  c u l t u r e  s u r  l a i n e  d e  v e r r e  e t  m i l i e u  l i q u i d e  s t a t i q u e .  

L o r s q u e  l e s  e x p l a n t a t s  s o n t  r e p i q u é s  e n  m i l i e u  l i q u i d e  

a g i t é ,  o n  c o n s t a t e  un n o i r c i s s e m e n t  r a p i d e  d u  m i l i e u  d e  c u l -  

t u r e  m a i s  a u s s i  q u e  l e s  e x p l a n t a t s  s e  r e c o u v r e n t  eux-mêmes 

d ' u n e  p e l l i c u l e  h u i l e u s e  n o i r â t r e  q u i  s ' a c c o m p a g n e  d ' u n e  

n é c r o s e  i m ~ o r t a n t e .  

L o r s q u e  l e s  e x p l a n t a t s  s o n t  c u l t i v é s  s u r  l a i n e  de  v e r r e  

e n  m i l i e u  l i q u i d e  s t a t i q u e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d e  F 9 Y S T  ( 1 9 7 6 1 ,  

on c o n s t a t e  é g a l e m e n t  l ' a ~ p a r i t i o n  d ' u n e  p e l l i c u l e  h u i l e u s e  

à l a  s u r f a c e  d u  m i l i e u  e t  d e  n o m h r e u s e s  n é c r o s e s  s u r  l e s  

n l a n t u l e s .  Vous a v o n s  c h e r c h é  à é l i m i n e r  ce  hén no mène e n  

r e n o u v e l a n t  l e  m i l i e u  c h a q u e  s e m a i n e  g r â c e  à un r é s e r v o i r  

de  m i l i e u  l i q u i d e  s t é r i l e  c o u p l é  à l a  f i o l e  d e  c u l t u r e  

( F i g .  1 . 3 0 )  . C e t t e  t e c h n i q u e  n e  p e r m e t  c e p e n d a n t  p a s  l ' é l i m i n a -  

t i o n  d e s  c o m ~ o s é s  p h é n o l i q u e s  q u i  a d h è r e n t  f o r t e m e n t  a u x  f i b r e s  

d e  v e r r e ,  c e  q u i  s ' o h s e r v e  a u s s i  a v e c  l e s  m i l i e u x  l i q u i d e s  



s t a t i q u e s .  

"Lole de c u l t u r e  

Fig. 1.30 : Schéma de  montawe du m a t é r i e l  u t i l i s é  pour l a  

c u l t u r e  en m i l i e u  l i q u i d e  r e n o u v e l é .  

Dans l a  s u i t e  de nos exp8r iences  s u r  1 s  Pha laenops i s  

nous avons donc renoncé à L'emploi ? e s  m i l i e u x  l i q u i d e s .  



k . 1 . 3 . 3 . 1 . 1  I n f l u e n c e  d e s  s u c r e s .  ..................... 
L e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  s o n t  c a g a b l e s  d e  se d g v e l o p p e r  e n  

a b s e n c e  d e  s u c r e ,  m a i s  d a n s  ce c a s ,  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  h o u r -  

geonnement  d e s  e x p l a n t a t s  s o n t  p e u  i m p o r t a n t s  e t  l a  r h i z o g é n è s e  

e s t  t o t a l e m e n t  i n h i h 6 e  ( F i g .  1 . 3  1 )  . 

O 5 10 a) 40 80 soc. 

F i g .  1 . 3 1  : I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  s a c c h a r o s e  ( S a c )  

e n  g / l  s u r  l e  nombre (NI d e s  c s u i l l e s  (-1 , 2 e s  r a c i n e s  ( * - ) 

e t  d e s  b o u r g e o n s  ( - - -1  p a r  f r a g m e n t  d e  t i g e  a ~ r 6 s  75 j o u r s  

d e  c u l t i l r e  e n  p r é s e n c e  d e  S A D  ( c v  2 3 3 2 8 ) .  

L ' a d d i t i o n  A e  s a c c h a r o s e  s t i m u l e  l a  c r o i s s a n c e ,  l a  

r h i z o q 5 n è s e  e t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  d e s  e x p l a n t a t s .  L a  c r o i s s a n c e  

e s t  o p t i m a l e  e n t r e  5 e t  4 0  g/l, l e  nombre d e  b o u r g e o n s  p a r  

e x p l a n t a t  e s t  l e  p l u s  i m p o r t a n t  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  

s a c c h a r o s e  d u  m i l i e u  e s t  é q a l e  3 5 g / l .  L ' a u g m e n t a t i o n  d e  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  s u c r e  f a c i l i t e  l a  r h i z o q 4 n è s e  q u i  e s t  o p t i -  

m a l e  a 40 q / l .  t n f i n  l ' a d f i i t i o n  d e  80 q / l  d e  s u c r e ,  n ' e s t  ?as 



c o m g a t i b l e  a v e c  un d é v e l o p p e m e n t  r a p i d e  d e s  e x p l a n t a t s .  

On c o n s t a t e  é g a l e m e n t  q u e  l ' a c c r o i s s e m e n t  d e  l a  c o n c e n t r a -  

t i o n  e n  s u c r e  s t i m u l e  l a  l i b é r a t i o n  de  p o l y p h é n o l s  d a n s  l e  

m i l i e u .  

Mous a v o n s  é g a l e m e n t  comparé  l e s  e f f e t s  de q u a t r e  s u c r e s  

d i f f é r e n t s  : l e  s a c c h a r o s e ,  l e  f r u c t o s e ,  l e  m a l t o s e  e t  l e  

g l u c o s e  a d d i t i o n n é s  à 5 ,  10 e t  20 g / l .  

L e  g l u c o s e  e t  l e  s a c c h a r o s e  s o n t  l e s  s u c r e s  l e s  p l u s  

e f f i c a c e s  p o u r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  p l a n t u l e s  mères e t  l e u r  b o u r -  

q e o n n e m e n t  ( T a b l e  1 . 8 )  . 

T a b l e  1 . 8  : I n f l u e n c e  d e  l a  n a t u r e  du  s u c r e  e t  d e  s a  c o n c e n t r a -  

t i o n  s u r  l e  nombre  d e s  f e u i l l e s ,  ?es r a c i n e s  e t  des b o u r g e o n s  

f o r m é s  p a r  d e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  a p r E s  75  j o u r s  ?e c a l t u r e  e n  

p r é s e n c e  d e  R A P  ( c v  2 3 7 2 1 ) .  

b . 1 . 3 . 3 . 1 . 2  I n f l u e n c e  d e  l ' i n o s i t o l .  ........................ 
L ' i n o s i t o l  s t i m u l e  l a  c r o i s s a n c e  d.es e x p l a n t a t s  j u s q u ' à  

s a c c h a r o s e  
II 

Il 

f r u c t o s e  
Il 

II 

g l u c o s e  
II 

II 

m a l t o s e  
Il 

Il 

- 
C o n c e n t r a t i o n F  

q / l  
5 

10  

20 

5 

1  O 

20 

5 

10 

20 

5  

10 

20 

Sombre  d ' o r q a n e s  f o r m é s  

e u i l l e s  

1,551 

2100  

2 , 1 7  

1 , 7 5  

1 , 6 0  

l , 6 7  

1 , 4 5  

2100 

1183  

1 , 5 0  

1 t 6 4  

2,OO 

R a c i n e s  

0 , l l  

o l O O  

0 , 7 5  

0,OO 

O ,O0 

O ,O0 

0,OO 

O ,  O0 

0 1 1 7  

0 , 1 1  

0 1 0 0  

O ,O0 

B o u r g e o n s  

0 , 4 4  

0 1 5 4  

0 , 4 2  

0 1 1 7  

0 ,  30 

O , 50 

0 , 6 4  

O ,  55 

O t 9 2  

0 1 3 0  

0 1 3 6  

0 , 3 6  



12 g / l ,  s o n  a c t i o n  e s t  moins  n e t t e  s u r  l e  b o u r g e o n n e m e n t ,  e l l e  

e s t  d é p r e s s i v e  q u a n d  sa  c o n c e n t r a t i o n  a u g m e n t e  j u s q u '  0,8 g / l  

p u i s  l ' e f f e t  s ' i n v e r s e  e t  l ' o n  o b s e r v e  une  s t i m u l a t i o n  du bour- 

q e o n n e m e n t  à 6 q d ' i n o s i t o l  p a r  l i t r e  d e  m i l i e u .  

Q u e l l e  q u e  s o i t  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  i n o s i t o l  du  n i l i e u  de 

c u l t u r e ,  il n ' y  a  gas d e  f o r m a t i o n  d e  r a c i n e s  ( F i g .  1.32). 

Fig. 1.32 : I n f l u e n c e  d e  l ' i n o s i t s l  ( e n  q / l )  s u r  l e  nombre d e s  

f e u i l l e s  (-:, d e s  r a c i n e s  ( 0  0 )  e t  d e s  h o i ~ r g e o n s  ( - - -  ) p a r  

f r a g m e n t  d e  t i g e  a p r è s  75 j o u r s  d e  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  d e  BAP 

( c v  23721). 

Aux f a i b l e s  d o s a s ,  l ' i n o s i t n l  p o u r r a i t  a q i r  comme un 

f a c t e u r  d e  c r o i s s a n c e  a l o r s  q u '  B d o s e  p l u s  é l e v é e ,  i l  p o u r r a i t  

se  c o m p o r t e r  comme un  p r é c u s s e n r  Bu g l u c o s e  (POSTRR~ACY, 

SCHOPFER e t  REYMOND, 1955) e t  p o u r r a i t  ë t r e  u t i l i s é  comme 

é l d m e n t  n u t r i t i f  c a r b o n é  e t  c o m p e n s e r a i t  l ' é p u i s e m e n t  d u  m i l i e u .  

b. 1.3.3.1.3 I n f l u e n c e  de l a  q l u t a m i n e .  .......................... 
U t i l i s é e  comme f a c t e u r  ?!e c r o i s s a n c e  ?es o r c h i c ? é e s  p a r  

d e  nombreux a u t e u r s  (ARDLTTI, 1967; FONYFSBFCF, 1972 b; 

YLTRA, 1 9 7 5 ) ,  l a  q l u t a m i n e  a d i ! i t i o n n é e  a u  m i l i e u  d e  b a s e  

2 é p o u r v u  d ' h y d r o l y s a t  d e  c a s é i n e ,  n ' a  oas d ' a c t i o n  s u r  l e  



d é v e l o p p e m e n t  d e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  ( F i q .  1.33) . 

F i g .  1 . 3 3  :. I n f l u e n c e  d e  l a  g l u t a m i n e  ( e n  mgIl) s n r  l e  nombre  

(U) d e s  f e u i l l e s  (-), d e s  r a c i n e s  ( * * * )  e t  d e s  b o i ~ r g e o n s  

(--- f o r m é s  s a r  d e s  f r a q m e n t s  d e  t i q e  c u l t i v * ~  e n  p r é s e n c e  

de BAP - e n d a n t  75 j o u r s  (cv 3 3 7 2 1 ) .  

b.1.3.3.1.4 T n f l n e n c e  d e s  c o n p o s é s  o r q a n i q u e s  c o m p l e x e s .  ............................................ 
D e  j e u n e s  p l a n t u l e s  s u  s t a 2 e  3 e u x  f e u i l l e s  s o n t  r e p i q u é e s  

-6 sar l e  n i l i e u  ?ie b a s e  a d d i t i o n n é  d e  5 .10  V / 1  d e  R4P e t  

d ' h v d r o l y s a t  d e  c a s 4 i n e  3 d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s .  Après  

75 j o i i r s  l e  c u l t u r e ,  on d4nombre  l e s  f e u i l l e s ,  l e s  r a c i n e s  e t  

l e s  b o u r q e o n s  (Fig. 1.341, l e s  p l a n t u l e s  s o n t  a l o r s  t r a n s -  

p l a n t é e  s u r  l e  même n i l i e u  a p r è s  a v o i r  s e c t i o q n o  l o s  t a c i q e s  

e t  i e s  % o a r a e o n s  e t  é l i ~ i n e  les C e ~ i i t l - s  o x t e z r e s .  L e  nomkro 

30 f e , i l l - s ,  ? 4  r a c i n e s  e t  d e  b o u r g e o n s  a n n a r u e s  e n  c o u r s  

d e  c u l t u r e  e s t  ? & t e r a i n é  a p r A s  90 j o u r s  ( F i a .  1.35). 

9 n  c o n s t a t e  q u e  l ' h y d r o l y s l t  d e  c a s é i n e  s t i m u l e  f a i b l e m e n t  

l a  c r o i s s a n c e  ? e s  j e u n e s  p l a n t u l e s  d e  s e m i s .  % a  c r o i s s a n c e  l a  

p l u s  a c t i v e  s ' o b s e r v e  e n  p r o s e n c e  d e  2 q / l .  Mais  ce composé 

o r g a n i q u e  c o m p l e x e  a  s u r t o u t  u n e  a c t i o n  d é t e r n i n a n t e  s u r  l e  

b o u r g e o n n e m e n t .  L 'opt imum de s t i a u l a t i o n  du  b o u r q e o n n e m e n t  

s ' o b s e r v e  e n t r e  0 , 3  e t  0 , 6  g / l  d ' h y d r o l ~ s a t  d e  c a s é i n e .  



F i g .  1 . 3 4  : I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  h v d r o l y s a t  d e  

c a s é i n e  (uC) e n  a/?. siir l e  nombre ( ? T l  des F e u i l l e s  (-), ?es 

r a c i n e s  ( 0  - * )  e t  d e s  b o u r s e o n s  (---1 f o r m d s  p a r  d e s  j e i i n e s  

~ l a n t u l e s  a p r s s  7 5  j o u r s  de c l l l t u r e  e n  n r é s e ? l e o  rte 9 A P  ( C V  2 3 7 2 1  

F i q .  1 . 3 5  : I n f l a o n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  h y d r o l y s a t  d e  

c a s é i n e  (FIC) e n  q / 1  s u r  l e  nombre des f e u i l l e s  (-1, des 

racines ( - 1  e t  d e s  S o u r a e o n s  ( - - -  ) F o r ~ é s  -ar 3es f r a g m e n t s  

d e  t i q e  aprGs  7 5  j o u r s  d e  c u l t u r e  e n  c r é s e n c e  3e ? A D  ( c o  2 3 7 ? 1 ) .  



Les mênes e f f e t s  s o n t  o b s e r v é s  s u r  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e s  

f r a g m e n t s  d e  t i g e  a u  c o u r s  rlu 2O p a s s a a e  m a i s  a l o r s  l e  b o u r s e o n -  

nement  optimum s ' o h s e r v e  p o u r  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  p l u s  f o r t e s  

( 2  d l ) .  

Q u e l  q u e  s o i t  l ' a g e  He l ' e x p l a n t a t ,  l e s  d o s e s  s u p é r i e u r e s  

à 2 g / l  s o n t  n é f a s t e s  a u  b o u r g e o n n e m e n t  e t  a l a  c r o i s s a n c e .  

Nous a v o n s  é q a l e m e n t  compare  l ' a c t i o n  d e  r i i f - ? ë r e n t s  

composés  o r q a n i q u e s  c o m p l e x e s  : l a  p e p t o n e ,  l a  t r y p t o n e ,  

l ' h y d r o l y s a +  d e  c a s é i n e ,  l ' é m u l s i o n  d e  p o i s s o n ,  l a  b a n a n e  

v e r t e  e t  l ' e x t r a i t  d e  l e v u r e .  La b a n a n e  v e r t e  e s t  a d d i t i o n n é e  

e n  p o u d r e  a p r è s  l y o p h y l i s a t i o n  d e  h a n a n e  f r a î c h e .  Ces  composés  

s o n t  a j o u t e s  à r a i s o n  d ' l  gramme d e  m a t i è r e  s & c h e  p a r  l i t r e  

d e  m i l i e u  ( T a b l e  1 . 9 )  . 

T a b l e  1 . 9  : I n f l u e n c e  de l ' h y d x o l y s a t  d e  c a s é i n e  ( H C ) ,  d e  l a S r n u l -  

s i o  d e  p o i s s o n  (Eo), d e  l a  p e p t o n e  (PRP), d e  l ' e x t r a i t  d e  l e v u r e  

( E L ) ,  d e  l a  h a n a n e  v e r t e  ( S V )  e t  d e  l a  t r y p t o n e  ("RYP) s u r  l e  

nombre d e s  f e u i l l e s ,  des r a c i n e s  e t  d e s  b o u r g e o n s  f o r m é s  p a r  

d e s  f r a g m e n t s  d e  t i q e  c n l t i v é s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r é s e n c e  

d e  9AP ( c v  2 3 9 9 6 ) .  

O r g a n e s  

F e u i l l e s  

R a c i n e s  

R o u r g e o n s  

Ca p e p t o n e ,  l a  b a n a n e  v e r t e  e t  l a  t r y F t o n e  s o n t  l e s  

composés  o r g a n i q u e s  c o m p l e x e s  l e s  p l u s  e f f i c a c e s  à l a  f o i s  s u r  

l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  d e  f r a g m e n t s  d e  t i g e ,  

l ' h y d r o l y s a t  d e  c a s é i n e  e t  l ' e x t r a i t  d e  l e v u r e  o n t  u n e  e f f i c a c i t é  

m o i n d r e  t a n d i s  q u e  l ' é m u l s i o n  d e  p o i s s o n  i n h i b e  l e  b o u r g e o n n e -  

m e n t .  

Composés o r g a n i q u e s  c o n p l e x e s  

, HC 

3 , 1 2  

0 , 3 7  

0 , 6 2  

TP 

3,08 

0 , 3 3  

0 , 0 0  

PEP 

3 , 5 4  

0 , 4 7  

1 , 2 6  

RL 

3 , 1 7  

0 , 3 0  

0 , 5 1  

BV 

3 , 2 1  

0 , 3 3  

1 , 1 4  

TRYP 

3 , 2 9  

0 , 4 2  

0 , 8 7  
b 



b .  1 . 3 . 7 . 2  I n f l n e n c e  d e  l a  c o n ~ o s i t i o n  m i n S r a l e .  ..................................... 
b . 1 . 3 . 3 . 2 . 1  I n f l u e n c e  d e  l a  f o r m u l a t i o n  d e s  m i c r o é l é m e n t s .  .............................................. 

L ' a d d i t i o n  ait m i l i e u  d e  c u l t u r e  d e  d i f f é r e n t e s  s o l i i t i o n s  

d e  m i c r o é l é m e n t s  s t i m u l e  l a  c r o i s s a n c e  a i n s i  q u e  l e  b o u r g e o n n e -  

m e n t  d e  f r a g m e n t s  d e  t i a e  ( T a b l e  1 . 1 0 ) .  L e s  f o r m u l a t i o n s  é t u -  

d i ë e s  s o n t  c e l l e s  d e  HELLER ( 1 9 5 3 )  a d d i t i o n n é e  d e  25  mg/ l  d e  

s u l f a t e  de m a n g a n è s e ,  c e l l e s  d e  YURASUIGE e t  SKOOG ( 1 9 6 2 )  e t  

de  LESCURE ( 1 9 6 9 ) .  

T a b l e  1 . 1 0  : L n f l u e n c e  d e  l a  f o r m n l a t i o n  d e s  m i c r o é l é m e n t s  s u r  

l e  nomhre  d e s  f e u i l l e s ,  d e s  r a c i n e s  e t  des  hourc reons  f o r m é s  p a r  

d e s  f r a q m e n t s  de t i f f e  a c r 5 s  90  j o i t r s  d e  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  de 

B A P  ( c v  2 3 7 2 1 ) .  

C o m p o s a n t s  ( m g / l )  

FI 90 
3  3 

KI 

MnS04 920 

ZnSO 7H20 
4 

N a  Mo04 2R20 
2  

CuSO SH20 
4 

L a  f o r m u l a t i o n  d e  LESCTYRE e s t  l a  o l u s  f a v o r a b l e  4 l a  c r o i s -  

s a n c e  e t  a u  h o u r q e o n n e m e n t .  

b . 1 . 3 . 3 . 2 . 2  I n f l u e n c e  d u  f e r .  ----------------- 
Le f e r  a étd a p p o r t é  a u  m i l i e u  d e  c u l t l l r e  s o u s  f o r m e  de  

HELLER 

1  , O  

C,O1 

25 ,O 

1  to 
- 

0 , 0 3  

M & S  

6 

0 1 8 3  

17 ,O 

1 0 , o  

Q t 2 S  

0 , 0 2 5  

LESCURE 

1 t 5  

0 , 7 5  

3,3R 

1  ,so 
- 
- 

t é m o i n  

- 
- 
- 
- 
- 
- 



s u l f a t e  f e r r e u x ,  d e  c h l o r u r e  c e r r i q u e  o u  e n c o r e  d e  s u l f a t e  

f e r r e u x  c h é l a t é  p a r  l'éthylènediaminetétraacétique (FETA) 

à r a i s o n  d e  1 , 3 6  g E'FDTA p a r  gramme 8 e  FeSO 7T20 t e l  q u e  l e  
4 

p r é c o n i s e n t  MURASHIGE e t  SKOOG ( 1 9 6 2 )  . 
L ' a d d i t i o n  d e  7 0  m g / l  d e  s u l f a t e  f e r r e u x  non c h é l a t é  

s t i m u l e  l a  c r o i s s a n c e  d e s  e x p l a n t a t s ,  s u p p r i m e  l e s  phGnomènes  

de  c h l o r o s e  o b s e r v é s  e n  a b s e n c e  d e  f e r  d a n s  l e  m i l i e u  d e  

c u l t u r e  e t  p e r m e t  p a r t i e l l e m e n t  l a  r h i z o g é n è s e .  

Dans l e  c a d r e  2 e  c e s  e x p é r i e n c e s  o ù  l e s  e x p l a n t a t s  n e  

s o n t  s a s  c a r e n c é s  e n  f e r ,  l ' a d d i t i o n  d e  c e t  é l é m e n t  r e d u i t  l e  

nomhre  moyen d e  b o u r g e o n  p a r  e x p l a n t a t  ( T a b l e  1 . 1 1 )  

T a b l e  1 . 1 1  : I n f l u e n c e  4 e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  f e r  c h é l a t é  

o u  non  s u r  l e  nomhre  d e s  f e u i l l e s ,  d e s  r a c i n e s  e t  d e s  b o u r g e o n s  

f o r m é s  D a r  des  f r a q m e n t s  d e  t i q e  a p r è s  75 j o u r s  d e  c u l t u r e  e n  

p r o s e n c e  d e  R A P  (c-r 2 3 7 2 1 ) .  

C o n d i t i o n s  

Témoin  

FeSO 7Z20 20  m q / l  
4 

II 5 0  " 
11 1 0 0  " 
11 200  " 

FeSO 7H2n 2 7  " 
4 B 

Q $1 8 3  " 
W 

I l  + 278 II 

Le n o m b r e  op t imum d e  b o u r g e o n s  e s t  o h s e r v g  q u a n d  l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  s u l f a t e  f e r r e u x  o n  en c h l o r u r e  F e r r i q u e  

e s t  é q a l e  5 1 0  m q / l .  A c e t t e  d o s e ,  l ' a d d i t i o n  do f e r  s o u s  

f o r m e  d e  c h l o r u r e  f e r r i q u e  e s t  p l u s  e f f i c a c e  q u e  s o u s  l a  

f o r m e  d e  s u l f a t e  f e r r e u x  m a i s  l e  c h l o r u r e  f e r r i q u e  e s t  r a p i -  

d e m e n t  t o x i q u e  a u x  c o n c e n t r a t i o n s  s u p é r i e u r e s  ( m a h l e  1 . 1 2 ) .  

F e u i l l e s  

2 , 7 5  

3 , 3 3  

2 , 4 2  

2 , 5 0  

l , 5 9  

2 , 5 8  

0 , 6 7 ,  

0,OO 

S a c i n e s  

0 , 1 7  

1 , 3 3  

0 , 7 5  

0 , 3 3  

0 , 3 3  

0 , S O  

0 , 0 8  

@,O0  

B o u r g e o n s  

1 , 2 5  

0 , 9 2  

@ , 7 5  

0 , 6 5  

, 

? ,O0 

0,OO 



T a b l e  1 . 1 2  : I n f l u e n c e  fie l a  c h a r g e  e t  fie l ' i o n  d ' a c c o m p a q n e m e n t  

du  f e r  s u r  l e  nombre d e  f e u i l l e s ,  d e  r a c i n e s  e t  d e  b o u r g e o n s  

f o r m é s  p a r  des  f r a g m e n t s  de t i g e  c u l t i v e s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  

p r é s e n c e  d e  R A P  ( c v  2 3 7 2 1 ) .  

C o n d i t i o n s  

FeS04  7R20 5 m g / ï  
Il 10 " 
11 20 " 

FeC13 5 " 
II 10 " 
I l  20 " 

+ 

b . 1 . 3 . 3 . 2 . 3  I n f l u e n c e  d e s  é 1 8 m e n t s  m i n é r a u x  m a j e u r s .  ........................................ 
Dans u n e  p r e m i è r e  s é r i e  d ' e x p é r i e n c e s ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  - 3-  + ++ 

l ' a c t i o n  i s o l é e  Be S i o n s  m i n é r a u x  : Y 0 3 ,  D O 4  , K , Y g  e t  
++ 

Ca s u r  l a  c r o i s s a n c e ,  l a  r h i z o g é n è s e  e t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  

d e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  d e  plant- les d e  P h a l a e n o ~ s i s  c v  ?3721 .  

"ombre ? ' o r q a n e s  f o r m é s  

L e  m i l i e u  d e  b a s e  t é m o i n  comprend l e s  m a c r o é l é m e n t s  d e  

F e u i l l e s  

2 , 1 7  

2 , 3 0  

2 , 1 0  

2 , 2 7  

2 , 8 2  

2 , 2 7  

FONNESBECq ( 1972 a)  , l e  f e r  d e  XUQ4SHIGE e t  SKOOC, ( 1 9 6 2 )  , 
l e s  m i c r o é l é m e n t s  d e  LESCtT3S ( 1 9 6 9 1 ,  l e s  v i t a m i n e s  d e  

PONNESSECB ( 1 9 7 2  b), 2  m g / l  d e  q l y c o c o l l e ,  100 a g / l  d a i n o s i t o l ,  
-6 

2 g / l  d ' h y d r o l y s a t  d e  c a s é i n e ,  30 g / l  d e  s a c c h a r o s e ,  5 . 1 0  

R a c i n e s  

O ,O0 

0 , l O  

O , O ^  

0 ,  1 8  

9 , 1 8  

0 ,  10 

*/1 de BAP, 1 0 - ~  M / l  d'A1A e t  7 .5  g l l  d ' a q a r - n q a r .  P o u r  c h a q u e  

9 o u r g e o n s  

0 , 7 5  

1 , l O  

l , o o  

1 , 5 4  

1 , 6 4  

O, 36 

e x p é r i e n c e ,  n o u s  a v o n s  f a i t  v a r i e r  l a  c o n c e n t r a t i o n  d ' u n  d e s  

i o n s ,  c e l l e  d e s  a u t r e s  r e s t a n t  f i x e ,  .par c o n t r e ,  l e s  i o n s  
+ - -- 

a c c o m p a g n a t e u r s  : Y a  , C l  e t  SO p e u v e n t  ê t r e  e n  c o n c e n t r a -  
4 

t i o n s  d i f f é r e n t e s  s e l o n  l e s  c o n d i t i o n s  ( T a b l e s  1 . 1 3  e t  1 . 1 4 ) .  

De j e u n e s  p l a n t u l e s  a u  s t a d e  cieux f e u i l l e s  o n t  e t 6  r e p i -  

qizées s u r  l e s  d i f f é r e n t s  m i l i e u x .  \ p r è s  75 j o u r s ,  e l l e s  s o n t  

p r s l e v 4 e s  a s e ~ t i q i l e ~ e r l t ,  l e s  r a c i n e s  e t  l e s  h o u r q e o n s  s o n t  

s e c t i o n n é s  e t  l e s  f e u i l l e s  e x t e r n e s  s o n t  a r r a c h é e s  a f i n  d e  n e  

l a i s s e r  q u e  d e u x  f e u i l l e s  s u r  l a  t i a e .  L e s  e x p l a n t a t s  a i n s i  

p r é p a r e s  s o n t  repiai-16s s u r  l e  même a i l i e u .  A l a  f i n  r?u 2" 

p a s s a g e  q u i  d u r e  é g a l e m e n t  75  j o u r s ,  l e s  f e u i l l e s ,  l e s  r a c i n e s  
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e t  l e s  b o u r g e o n s  s o n t  d h n o n b r g s .  

b.1.3.3.2.3.1 I n f l u e n c e  de 1s c o n c e n t r a t i o n  e n  n i t r a t e s .  .......................................... 
L e s  n i t r a t e s  o n t  p e u  d ' i n f l u e n c e  s u r  1.a c r o i s s a n c e  des 

f r a u m e n t s  d e  t i g e ,  l e  m i l i e u  Ee c u l t u r e  c o m p r e n a n t  d é j à  d e  

l ' a z o t e  a m m o n i a c a l  apworté s o u s  Forme d e  s u l f a t e  d'ammonium e t  

d e  l ' a z o t e  o r g a n i q u e  a g n o r t é  7a . r  l g ~ y d r o l y s a t  +e  c a s é i n e .  La - 
c o ~ c e n t r a t i o n  e n  YO a  u n e  i n f l u e n c e  b l u s  n e t t e  s i i r  l a  r h i z o -  

3 
a é n è s e  q n i  se m a n i f e s t e  dès 1 mM/l. F n f i n  l e  p l u s  u r a n d  nombre  

3 e  b o u r a e o n s  e s t  o b t e n u  q u a n d  l a  c o n c e n t r a t i o n  en n i t r a t e s  e s t  

é g a l e  à S m ? l / l  (Fiq. 1.36). 

- 
F i a .  T.36 : I n f l u e n c e  f!e l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  w sur le nombre  

3 
( Y )  d e s  f e u i l l e s  (---) , d e s  r a c i n e s  ( * . * )  e t  ? e s  \ o u r ~ e o n s  ( - - -1  

f o r m é s  b a r  cies f r a q m e n t s  c?e t i g e  c u l t i v 6 s  p e n d a n t  75  j o u r s  en 

o r e s e n c e  d e  Sa!? ( C V  237?1) . 

23.1.3.3.2.3.2 f r i f l i t a n c a  r?e l a  c o n c o n t r a t i o n  a n  n k o s p h a t e s .  -------------------------------------------- 
L e s  o h o s g h a t e s  s t i n a l e n t  l a  c r o i s s a n c e  d e s  F r a a m e n t s  fie 

t i g e ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  G t a n t  de 2 , 5  mX/1 mais i l s  s o n t  .;an 

a c t i o n  s u r  l a  r h i z o g é n è s e .  L ' a d d i t i o n  d e  20 m M / L  de ghosphates 



s r o v o q u e  l ' a ~ o a r i t i o n  d e  n o m b r e u s e s  m a l f o r m a t i o n s .  

Le boer-eonnement e s t  f o r t e m e n t  s t i m u l é  p a r  l a  ? r G s e n c e  
3- 5 e  5 a Y / l  de  P O  
4 L'optimum d e v a n t  6tre  s i t u 6  l é q è r e m e n t  a u  

+lessus Ee 5 m ~ / l  ( F i a .  r.37). 

3-  i i q .  1 . 3 7  : I n f l u e n c e  de l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  P 9  sur 1s nombre  
4 

('1 d e s  f e u i l l e s  - 1  , d e s  r a c i n e s  ( 0 )  e t  des b o u r g e o n s  ( - - -  1 

f o r m e s  p a r  d e s  f r a a m e n t s  f ie t i a e  c u l t i v 6 s  nen4ant 75 j o u r s  en 

p r 6 s e n c e  4 e  SAP ( c v  23721). 

9 h.1.3.3.2.3.3 ~ g f ~ - ~ g c ~ - ~ ~ - ~ ~ - c ~ n ~ ~ 2 , t ~ ~ $ & ~ g 1 ~ ~ I ! ~ - a  

t a  c r o i s s a n c e  e s t  f a v o r i s é o  Dar ,?es d o s e s  c r o i s s a n t e s  4o 

o o t a s ç i u m ,  l e s  ? loses  é l e v b e s  2 1 q t i a u l e n t  la r h i z o q 6 n è s e .  
+ Mais l ' e f f e t  le  lus s p e c t a c u l a i r e  "es i o n s  K s e  m a n i f e s t e  

s u r  l e  b o u r q e o n n e m e n t  q u i  e s t  t r 5 s  f o r t e m e n t  s t imri le  q u a n d  l a  
+ 

c o n c e n t r a t i o n  rn Y du m i l i e u  e s t  d e  5 r o p ¶ / l  (Fi?. 1 . 3 8 ) .  

4-9 
h.1.3.3.2.3.4 ~ z f & ~ ~ g c ~ - ~ ~ _ & - - ~ ~ ; ~ ~ g , t ~ ~ g ; ~ z - ~ g r ! y ~ - - t  

A u  d e l à  3e 1 a x / l ,  l ' a ~ ~ g m e n t a t i o n  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  2 2  

q a q n é s i u a  r o t a r a e  l a  c r o i s s a n c e  d e s  f r a a m e n t s  de  t i q e .  La sama- 

c i t g  d e  b o u r g e o n n e m e n t  e t  l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  Cormakion ae 

r a c i n e s  n e  s o n t  p a s  m o d . i f i é e s  ( F i g .  1 . 3 3 )  . 



+ 
Fis. I.3S : I n f l s e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Y s n r  l e  nombre 

(31) d e s  f e u i l l e s  (--) , d e s  r a c i n e s  ( . - * )  e t  rles b o u r g e o n s  (---  1 

f o r m é s  p a r  d e s  f r a a m e n t s  d e  t i g e  c u l t i v E s  - e n d a n t  75  j o u r s  e n  

++ 
F i g .  1.19 : I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Y u  s u r  l e  nombre 

d e s  f e u i l l e s  (-1 , d e s  r a c i n e s  ( *  O )  et d e s  h o u r q e o n s  ( - - - )  

f o r ~ é s  P a r  d e s  f r a g m e n t s  de  t i q e  c r i l t i v é s  p e n d a n t  75  j o u r s  e n  

p r o s e n c e  d e  S A P  ( c v  2 3 7 2 1 )  . 



++ 
h.1.3.3.2.3.5 I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Ca . ...................................... 

La c o n c e n t r a t i o n  e n  c a l c i u m  3u m i l i e u  d e  c u l t u r e  a 

é q a l e m e n t  o e u  d ' i n f l u e n c e  s u r  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  

ries e x p l a n t a t s .  Vous n o t o n s .  s e u l e m e n t  l ' e f f e t  n é f a s t e  sur l a  

c r o i s s a n c e ,  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  s u ~ 4 r i e a r e s  à 1 m I l / l  e t  une  

1 ê q B r e  s t i m u l a t i o n  d u  5 o a r g e o n n e m e n t  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  
++ 

e n  Ca e s t  é g a l e  à '5 m M / l  ( F i o .  1 . 4 0 ) .  

+i 
F i s .  1.40 : I n f l u e n c e  c?e l a  c o n c e n t r a t i a n  e n  C a  s u r  l e  n o m b ~ e  

( 7 )  des f e u i l l e s  (-) , des r a c i n e s  ( * - a )  et ses b o u r g e o n s  ( - - - )  

f o r m é s  c a r  dos f r a q m e n t s  d a  t i q e  c u L L i v 4 s  - e n d a n t  75  jours e n  

p r g s e n c c  d e  ? R P  ( c v  2 3 7 2 1 )  . 

h.1.3.3.2.3.6 T n f l u e n c a  de L a  c o n c e n t r a t i o n  i o n i q 2 ~ e  t o t a l e .  ............................................. 
L o r s  ? e  c e t t e  e x p 6 r i s n c e ,  n o u s  a v o n s  L a i t  v a r i e r  l a  

c o n c e n t r a t i o n  t o t a l e  e n  él ' rnents  m i n e r a u x  t o u t  e n  c o n s e r v a n t  

l a  nêae b a l a n c e  i o n i q u e  e n t r e  t o u s  l e s  & l é m e n t s r  c ' e s t  à Aire 

q u e  l e  m i l i e u  n i n 8 r a l  d e  b a s e  a 6t4 c o n c e n t r e  ou Si1116 4 3 e s  

t a u x  d i f  = é r e n t s  (vab! e  1.15) . 



T a 5 l e  1 . 1 5  : C o n c e n t r a t i o n s  p o n d é r a l e s  e t  n o l a i r e s  d e s  d i f f é r e n t s  

p i l i e u x  S e  c u l t u r e .  

I 
C o m p o s a n t s  

C a ( N 0 3 )  4H,0 

"0, 

KT? PO 
2  4  

Y EPOd 2  
(sa,) 7az0 

- 
FTO1 
hlF! 

( Y )  
3 -  

PO 
+ 4  

Y 
++ 

Y q 
++ 

Ca -- 
SC) 

4  
C I m  

t e  m i l i e u  t é m o i n  ( c a 6 f f i c i e n t  d e  c o n c e n t r a t i o n  = 1 )  e s t  

l e  c l u s  p r o ~ i c e  à l a  c r o i s s a n c e  d e s  e x p l a n t a t s  a l o r s  q u e  l ' e m p l o i  

?u même r n i l i e u  c o n c e n t r d  1 , 5  f a t s  r a ï o ? r i s e  l e  h o i ~ r q e o n n e n e n t  

( Y i q .  T . 4 1 ) -  

Y x ~ r i n G e ç  e n  n * ' / L f  l e s  c o n z ~ q k r a t i o n s  i o n i q u e s  t o t a l e s  

( T I T I  o n t i n a l e s  s o n t  $.ont d e  2 1  n o u r  l a  c r o i s s a n c e  e t  d e  32 

p o u r  l e  S o u r q e o n n e m e n t .  

b . 1 . 3 . 3 . 2 . 3 . 7  T n f l u e n c s  d e s  v a r i a t i o n s  m i n é r a l e s  m u l t i n l e s .  
----------------------------------------a---- 
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Nous a v o n s  d ' a b o r d  é t u d i é  I . ' i n f l u e n c e  d e  v a r i a t i o n s  s i m u l -  
+ 3- 

t a n é e s  d e  la c o n c e n t r a t i o n  e n  Y e l  P O 4  , ces  f i eux  i o n s  a y a n t  

u n e  a c t i o n  i n p o r t a n t e  s u r  l e  b o u r s e o n n e m e n t  d e s  f r a q m e n t s  d e  

t i g e  ( T a b l e  1.16) . 
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T a b l e  1 . 1 4  s u i t e  : m e n e u r s  e n  mM/1 d e s  i o n s  m i n é r a u x  d e s  m i l i e u x  

d e  c u l t u r e .  

+ 
Y m ~ / l  

3- ~ n / i  

C o n p o s a n t s  

N -5 
4  

(N 1 
3- 

P@4 
Y+ 

M ~ + +  
++ 

Ca 

CI- -- 
s04 + 
V a  

C I T  

+ 3  - 
L e s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  K e t  PO s t i m u l e n t  l a  

4  
c r o i s s a n c e  d e s  e x p l a n t a t s  saut 4 a n s  l e  c a s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  

ex t rhn ies  (7,5 e t  10  m ~ / l ) .  

Le nombre d e  ~ o u r q e o n s  Far e x p l a n t a t  fiépend f ies  c o n c e n t r a -  

t i o n s  e n  p o t s s s i u m  e t  e n  p h o s ~ h a t e s .  t ' n u u m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  

e n  p h o s p h a t e s  f a v o r i s e  l e  b o u r g e o n n e m e n t  e t  l a  t e n e u r  e n  n o t a s -  

s i u m  e s t  o p t i r n a l e  à 7 , s  aM/1 q u a n d  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p h o s p h a t e s  

e s t  d e  2 , 5  mM/1 e t  à 5 m M / l  quand  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p h o s p h a t e s  

est s u p é r i e u r e  a 2 ' 5  m m / l .  Le nombre maximum d e  5 o u r g e o n s  e s t  

o b t e n u  q u a n d  l e  p o t a s s i u m  e t  l e s  o h o s o h a t e s  s o n t  a d d i t i o n n é s  

a r a i s o n  d e  5  m M / l  c h a c u n ,  l ' a s s o c i a t i o n  s = 5 , 0  mP/l e t  

p = 1 0 , 0  mY/L d e v a n t  c t r e  r e i e t a e  n a r  s u i t e  d e  l ' a p p a r i t i o n  d e  

n o m h r e t ~ s e s  m a l ç o r m e t i o n s  ( T a b l e  1.17) . 

+ 3- 
c o n c e n t r a t i o n s  m o l a i r e s  e n  K e t  P O c  

7 , s  

5 , o  

3 , 3 9  

7 , 5 .  

1  O 

3 , 1 9  

2 , 5  

2 , s  

3 , 3 9  

4 ' 5 4  

7 , 9 3  

2 , s o  

2 ) 5 0  

1 , O l  

1 , 6 9  

0 , 0 0  

3 , 2 8  

0 , 3 3  

1 9 , 2 4  

4 , 5 4  

7 , 9 3  

5 , o n  1 0 ~ 0 0  

7 , 5 0  7 , 5 0  

1 r Q 1  1 1 0 1  

1,659 1 , 6 9  

0 , 5 4  @ , O 0  

3 ' 2 0  3,2P 

0 , 0 0  0 , 6 4  

3 0 , 7 7  36,i75 

5 ,O 

1 0  

3 , 3 9  

4 f 5 4  

7,93 

~ n , o o  
5,OO 

1 , O l  

1 , 6 q  

0,OO 

3 , 2 E  

6 , 4 3  

35,34 

7 , s  

2 , s  

3 , 3 9  

4 ' 5 4  

7 f 9 3  

2 , 5 0  

7 , 5 0  

I f C l  

1  

4 , 3 6  

3 , 2 8  

0 , 0 0  

2 8 , 2 7  

2 , s  

5,n 

3 , 3 9  

4 , 5 4  

7 , 9 3  

5 , o o  

? , S a  

1  

1 , 6 9  

0 , 0 0  

3 , 2 P  

2 , 8 2  

2 4 , 2 3  

5,O 

2 , s  

3 p 7 9  

4 , 5 4  

7 , 9 3  

2 , 5 0  

5,OO 

1 , 0 1  

1 , 6 9  

1 , 8 4  

3 , ? 8  

0 ,On  

2 ? , ? 5  

2 , 5  

10 

3 / 3 9  

4 , 5 4  

7 , 9 3  

1 0 ~ 0 0  

? , 5 0  

1 , O l  

1  

0 , 0 0  

3 , 2 8  

7 , 8 3  

3 4 , 2 4  

4 , 0  

5 , o  

3 , 3 9  

4 , 5 4  

7 , 9 3  

s , m  
-,O0 

1 , O l  

1 ,69  

0,OC 

3 , 2 8  

1  

2 5 , 3 6  



T a b l e  1 . 1 7  : I n f l u e n c e  d e  l a  t e n e u r  e n  p o t a s s i u m  e t  e n  o h o s p h a t e s  

s u r  l e  nomSre  d e  f e u i l l . e s ,  d e  r a c i n e s  e t  d e  b o u r q e o n s  p a r  

f r a q m e n t  d e  t i g e  c u l t i v é s  p e n d a n t  75  j o u r s  e n  p r é s e n c e  de  '?A? 

e t  s u r  l e  r a n p o r t  d u  nombre  d e  b o u r g e o n s  de t a i l l e  s u p é r i e u r e  

à 5  mm s u r  l e  n o m b r e  d e  h o u r q e o n s  d e  t a i l l e  i n f é r i e u r e  à 5 mm 

(cv 2 3 3 2 8 ) .  

+ 
K m Y / l  

3 - 
PO4 m ~ / 1  

O r g a n e s  

F e u i l l e s  

R a c i n e s  

B o u r g e o n s  

Bo. > 5 mm 

Bo. < 5  mm 

Nous a v o n s  é q a l e m e n t  é t u d i é  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  t e n e u r  - 
Y03 

+ 
t o t a l e  e n  a z o t e  m i n é r a l  e t  dn r a p p o r t  / Y F d  s u r  l e  d é v e l o p -  

p e m e n t  d e s  f r a q m e n t s  F e  t i g e  sur un  m i l i e u  m o d i f i é  ? e  t e l l e  

s o r t e  que l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p o t a s s i u m  s o i t  é u a l e  à 5,50 m M / 1  

e t  c e l l e  d e s  o h o s p h a t e s  9 7 , 5  mX/l. O u t r e  l ' a z o t e  m i n é r a l ,  l e  

m i l i e n  de c u l t u r e  comprend  é g a l e m e n t  d e  l ' a z o t e  o r q a n i q u e  

a p p o r t é  par l ' h v ~ r o l y s a t  fie c a s a i n e  a d d i t i o n n é  à r a i s o n  de ! g / l  

de a i l i e l ~  ( mahtec: 1.18 et T .  19 )  . 
+ 

t o r s a u e  l e  m i l i e u  d e  h a s e  e s t  e p r i c h i  e n  Y e t  PO 
3 - 
4 

l e  p l u s  q r a n d  nombre  P e  b o u r u e o n s  e s t  o b t e n u  a i t a n d  l a  c o n c e n t r a -  

t i o n  e n  a z o e e  m i n e r a l  e s t  c o n - r i s  e n t r e  2,q e t  5 ,O  m M / l .  La 

c r o i s s a n c e  l a  o l u s  a c t i v e  e s t  G o a l e m e n t  o b t e n u e  p o u r  l e s  

mêmes v a l e u r s  ( F i g .  T . 4 2 ) .  

L e s  v a r i a t i o n s  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  a z o t e  m i n é r a l  n ' o n t  

n a s  d ' i n f l u e n c e  s u r  l a  f o r m a t i o n  d e s  r a c i n e s  qui d e m e u r e  i n h i b é e  

p a r  l a  p r é s e n c e  3 e  9AP.  

La c r o i s s a n c e  o p t i m a l e  d e s  e x p l a n t a t s  e s t  o b t e n u e  q u a n d  l e  

+ 3- 
P o n c e n t r a t i o n s  m o l a i r e s  e n  Y e t  P O 6  

r a p p o r t  NO; / WH4 f e s t  é q a l  3 2 , 3 3 ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  t o t a l e  e n  

2 , 5  

2 , s  

1 , 8 9  

0 , 3 3  

0,SO 

0 , 5 0  

a z o t e  m i n é r a l  d e m e u r a n t  f i x e  e t  é g a l e  2 7 , 9 3  mM/7. Une l e v é e  

p a r t i e l l e  d e  l ' i n h i b i t i o n  d e  13 r h i z o g 5 n è s e  e s t  o h s e r - r é e  p o u r  
+ 

\?Cl- / NE4 = 2 , 3 3 .  
3 

2 , s  

5 , O  

2 , O O  

0 , 5 2  

1 , 3 Q  

0 , 3 8  

2 , 5  

l n  

1 , 8 0  

0 , 2 0  

0,8O 

0 , 1 9  

5,O 

2,s 

2 , 3 0  

0 , 2 0  

0 , 9 5  

1 , 7 8  

5,O 

5 ,O 

2 , 1 9  

0 , 0 9  

1 , 9 0  

0 , 1 8  

5,O 

i o  

2 , 2 9  

0 , 2 4  

1 , 9 4  

O , l S  

7 1 5  

2 , 5  

2 , 2 5  

0,4O 

1 , 1 0  

0 , 2 2  

7 , 5  

5 , 0  

2 , 8 9  

0 , 2 6  

1 , 3 7  

0 , 1 8  

7 , 5  

1 O 

1 , 7 S  

0 , 1 2  

1 , 4 7  

0,OO 



Table 1 . 1 8  : Composition en mg/l des milieux de culture utilisés 

pour l'étude de l'influence de la concentration totale en azote 

minéral. 

(PJ) aM/l 

Composants mg/l 

C a ( N 0 3 )  4H20 

(>TH4) 2 S 0 A  

KH PO 
2  4 

K "PO4 2  -- 
Y g ( S 0 4 )  7 ~ , 0  - 
CaCL 2P O 

2  2  
Yg(3T0 ) 6 3  O 

3 2  2  
VW vr) 

4- 3  
\Tau PQ 

2  4 Y2° 

'Table 1 . 1 9  : Conposition e n  mg/l des milieux de culture utilisés 

+ pour l'étude d e  l'influence du rapport h10- / 378, . 
3 

Concentrations molaires en azote total 

+ 
VO; / !!JY4 

Pomposants mq/l 

Ca(NO ) 4R O 
3 2  2 

(NF3 1 S 0 4  
4  2  

K R  PO 
2  4  

K YPO 
2  4  

K g S O  7Y20 
4  

CaCl 2Y20 
2  

ilg(v0 1 ÇH n 
3  2  2 -  

MF WC 
4  3  

NaN0 

VaH PO FI O 
2 4 2  

0,OO 

O 

O 

418  

212 

250 

2 4 8  

O 

0 

4 4 3  

0 ,Oo  

O 

5 2 4  

4  1 8  

2 1 2  

250  

24r! 

O 

O 

r) 

643 

2 , 5 0  

1 2 7  

9 4  

4 1 8  

2 1 2  

2 5 0  

1 7 0  

O 

0 

4 4 3  

O , 1 8  

1 4 1  

4 4 5  

4 1 3  

2 1 2  

251) 

160  

O 

O 

O 

4 4 3  

5,OO 

2 5 4  

1 8 9  

4 1 9  

212  

250  

9 0  

O 

O 

4 4 3  

0 , 4 3  

2 5 1  

3 6 7  

4 1 8  

2 1 2  

250 

7 3  

0 

O 

rl 

4 4 3  

7 , 9 3  

400  

3 0 0  

4 1 8  

2 1 2  

250  

O 

O 

O 

4 4 3  

. 1 , 0 0  

400 

242  

418  

2  12  

1 7 7  

I! 

74 

O 

O 

4 4 3  

10,O 

400  

3 7 7  

418  

212  

1 3 7  

O 

1 1 7  

O 

4 4 3  

2 , 3 3  

4 0 0  

1 4 8  

4 1 9  

2  1  :! 

O 

O 

259  

1 1  

O 

4 A 3 

1 2 , s  

'400 

471  

41P 

212 

O 

O 

259  

O 

4'43 

5 , 6 7  

400  

O 

0 1 8  

3 1 2  

O 

O 

2 5 9  

35 

12  

4 4 3  

15 ,O 

4 0 0  

496  

A18 

2 1 2  

O 

0  

2 5 9  

8 3  

4 4 3  

00 

400  

CI 

4 18 

212 

O 

0 

259 

O 

2 1 4  

4 4 3  

1 7 , 5  

4 0 0  

5 2 0  

4 1 9  

212  

O 

O 

259  

1 6 9  

4 4 3  

20,O 

40C 

5 4 2  

419  

212  

O 

C! 

259 

255  

443  



F i u .  1 . 4 2  : I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  t o t a l e  e n  a z o t e  

m i n é r a l  (W) e n  !nl¶/l  s u r  l e  nombre (M) ?es f e n i l t e s  (-), 

d e s  r a c i n e s  ( * O  - 1  e t  d e s  b o u r g e o n s  ( - - - )  Formés  par des 

f r a g m e n t s  d e  t i g e  c u l t i v é s  o e n d a n t  7 5  j o u r s  e n  présence d e  

RAB ( C V  1"::;. 

" - 
F i g .  1 . t ~  : i n f i n e n c e  d u  r a p g o r c  f 1 %  d s u r  i e  nomnoe ( V I  

d e s  f e u i l l e s  (-) , d e s  r a c i n e s  ( O *  . )  et des 3 a u r g e o n s  ( - - -  1 

Formés  p a r  d e s  f r a a m e n t s  4 e  t i q s  a ~ r 5 s  75  j o u r s  d e  c u l t u r e  e n  



+ E n t r e  0 , l R  e t  5 , 6 7 ,  l e s  v a r i a t i o n s  d u  r a p p o r t  / v u 4  3 
n ' o n t  p a s  d ' i n c l i x e n c e  s u r  l e  h o u r g e o n n e m e n t  (Fig. 1.43) . 

4 l a  s u i t e  d e s  r é s u l t a t s  p r é c é d e n t s ,  no!is a v o n s  e s s a y é  

p J - u s i e i t r s  f o r m u l a t i o n s  m i n e r a l e s  ( m a h l e  1 . 2 0 )  . 

Tab1.e 1 - 2 0  : c o m p o s i t i o n  m i n e r a l e  ( s n  m g / l )  d e s  m i l i e u x  

de  c n l t u r e  . 

C o m p o s a n t s  
mq/1 

Ca(?rO 1 4 P 2 0  3 2 
( U R  1 ÇO4 

4 2 
SIi PO 

2 4  
K2BPC) 

4  
M g S O  7B20 

4 
:tg(YO 1 ~ I I  O 

3 2  2 
Val3 PO Y20 

.? 4  
YXTO 

411 m i l i e u  m i n é r a l  e s t  a d f l i t i o n n é  l e  f e r  de l a  s o l u t i o n  

d e  ' I U R A S F L G P  e t  SKOOG ( 1 9 6 2 )  d i l u 4  a u  1 / 4 ,  l e s  n i c r o 5 l r ' , m e n t s  

3e r,rSSrTrP,r;: ( 1 3 6 9 )  , l e s  v i t a m i n e s  d e  1 1 9 7 4 )  , 20 r n c r / l  

d ' a d é n i n e ,  50 m q / l  3 ' i n o s i t o l ,  5 0 0  mq/ l  d e  p e p t o n e ,  500 m g / l  

4 e  t r y p t o n e ,  3 m g / l  4 e  m l - f c o c o l l o ,  5 ~ / l  d e  s a c c h a r o s e ,  1 0  g,kl  
- 6  - 9 Fe  g l u c o s e ,  5 . 1 0  R N / l  4.e 34P, 1 0  \ J / I  ? ' F L A  e t  8 , s  a / l  a ' a ~ a r -  

a u a r ,  l e  pu a v a n t  a u t o c l a v a a e  e s t  a j u ç t o  3 S , 5 .  

L o r s q u e  l ' o n  d i a i n u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  t o t a l e  e n  a z o t e  

m i n Q r a l  de  7 , 9 3  ( m i l i e u  t é m o i n  41 à 4 , 9 0  m M / 1  sans m o d i f i e r  

l a  t e n e u r  e n  ~ o t a s s i w n  e t  e n  p h o s 9 h a t e s  ( a i l i e u  5 ) ,  o n  c o n s -  

t a t e  u n e  d i m i n u t i o n  d u  nombre  d e  f e u i l l e s  e t  d e  b o u r g e o n s ,  

p a r  c o n t r e ,  l o r s q u e  l a  t e n e u r  e n  a e s t  k g n l e  à 5 , 5 0  m9/1 

e t  c e l l e  d e  "O4 21 A , ? @  m ~ / l  ( m i l i e u  Cl, l a  c r o r s s i n c e  e s t  

m o i n s  s c t i v e  s a i s  l e  nombre  de h o u r q e o n s  p a r  ~ l a n t i ~ l e  m5re  

e s t  2111s i n - o r t a n t  ("aSIe T . ? I l  . 

p 4 i l l e u x  ? e  c u l t u r e  

A 

400  

300 

250 

212 

2 5 0  

0 

O 

O 

R 

4 0 0  

1 0 0  

250  

212 

2 5 C  

0  

0  

O 

C 

400  

1 0 0  

4 1 5  

212  

250 

0  

O 

O 

D 

400 

100  

4 1 5  

212 

250 

3 

276 

O 

F 

400  

1 0 0  

4 1 8  

212 

250 

O 

4 4 3  

O 

F 

1 6 0  

1 0 0  

4 1 8  

2 1 2  

O 

250 

276  

O 

G 

? 6 O 

500 

250 

O 

250 

9 

O 

550  



T a b l e  T.31 : I n f l i i e n c e  2 e  l a  c o m p o s i t i o n  m i n é r a l e  di1 n i l i e u  

d e  c u l t u r e  s u r  l a  f o r m a t i o n  d e  f e u i l l e s ,  fie r a c i n e s  e t  d e  

b o u r g e o n s  p a r  d e s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  c u l t i v é s  p e n d a n t  75  jo i s r s  

e n  p r é s e n c e  ?e EIA? ( c v  2 4 2 9 7 ) .  

P a r  r a p p o r t  s u  m i l i e u  C ( Y  = 4 , 9  aM/1; Y = 5 , s  m M / 1  e t  

? = 4 , 2 9  a M / l ) ,  l ' a d d i t i o n  d ' u n e  q u a n t i t é  s u p p l G m o n t a i r e  de  

o h o s p h a t e s  d o n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  n a s s e  de  4 , 2 9  à 6 , 2 9  m:4 / l  

( m i l i e u  D I ,  s t i m u l e  13 c r o i s s a n c e  e t  l a  r h i z o g é n % s e  m a i s  

r é d u i t  l e  b o u r g e o n n e m e n t .  S i  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  2 h o s p h a t e s  

e s t  e n c o r e  a u g m e n t é e  (7,s m M / 1 )  ( m i l i e u  " 1 ,  l a  c r o i s s a n c e  

e s t  f o r t e m e n t  r é d u i t e  a u  n r o f i t  d ' u n e  s t i a u l a t i o n  i m p o r t a n t e  

du  b o u r g e o n n e m e n t .  

11 = a u %  re rna r?uer  q u ' o n   rése en ce 3u m i l i e u  c ,  e n  p l u s  fies 

h o u r a e o n s  q i i i  r é s u l t e n t  du  c l6veloppenient  P e s  m é r i s t 5 m e s  p r é -  

é x i s t a n t s ,  a p r > a r a i s s e n t  $ o s  h o u r q e o n s  s i ~ r n u m é r a i x e s  ( P h o t o  1 . 8 ) .  

L ' e m p l o i  d e  c e  m i l i e u  e n t r a i n e  c e p e n d a n t  e n  d e  

c u l t u r e  un c e r t a i n  nombre  d e  n é c r o s e s .  M ' s y a n t  ? a s  f a i t  

l ' e s s a i ,  il n e  noTls e s t  13s ? o s s i b l e  d e  d i r e  s i  3 e s  r e ? i q u a g e s  

p l u s  f r s q u e n t s  s u r  m i l i e u  n e u f ,  a n r a i t  é v i t é  c e t  i n c o n v é n i e n t .  

T,a r é d u c t i o n  d e  l a  q u a n t i t é  du c a l c i u m  sans n o d i f i e r  l e s  
f 3- 

c o n c e n t r a t i o n s  e n  N I  K e t  Pod ( n i i l i e u  F) a m é l i o r e  l a  c r o i s -  

s a n c e  d e s  e x p l a n t a t s  n a i s  r é d u i t  l e  nombre d o  b o u r g e o n s .  

L e  m i l i e u  G u t i l i s é  p o u r  l a  c r o i s s a n c e  d e s  j e u n e s  

p l a n t u l e s  fie P h a l a e n o ~ s i s  (DAPISOT,  c o m m u n i c a t i o n  p e r s o n n e l l e )  

n e  n o u s  a  p a s  d o n n é  s a t i s f a c t i o n ,  l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  3oi l rgeon-  

nement  * e s  p l a n t a l e s  m è r e s  s u r  c e  m i l i e u  é t a n t  r e l a t i v e m e n t  

f a i b l e s .  



Comme l a  p r g s e n c e  s i m u l t a n é e  d e  n i t r a t e  d e  c a l c i u m  e t  

de  p h o s p h a t e  d i p o t a s s i q u e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  p r o v o q u e  

s o u v e n t  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  p r e c i p i t é  i n s o L u h l s  de o h o s p h a t e  de 

c a l c i u m ,  n o n s  a v o n s ,  p o n r  é v i t e r  c e t  i n c o n v é n i e n t ,  e s s a y e r  

de  l e  r e m p l a c e r  p a r  d u  p h o s p h a t e  m o n o p o t a s s i q u e  s a n s  m o d i f i e r  

l a  c o n c e n t r a t i o n  m o l a i r e  d e s  p r i n c i p a t i x  i o n s  ( T a b l e  1 . 2 2 )  

T a b l e  1 . 2 2  : I n f l u e n c e  d e  l a  c o m p o s i t i o n  a i n é r a l e  di1 m i l i e u  

s u r  l a  f o r m a t i o n  d e  f e u i l l e s ,  d e  r a c i - n e s  et r?e b o u r g e o n s  p a r  des 

f r a g m e n t s  d e  t i g e s  c u l t i v é s  s e n i l a n t  75  j o u r s  e n  p r é s e n c e  d e  

BAI? ( c v  2 4 1 2 1 ) .  

C o m p o s a n t s  m g / l  

Ca (NO ) 4P20 
3 2  

(rra4) 2~~ 4 

K R , d r )  - 4 

4  
K2qPn 

Y q S 0 4  7V20 

Iraq DO y n 
2 '  4  2 

O r g a n e s  

F e i ~ i l l e s  

R a c i n e s  

P o u r g e o n s  

On c o n s t a t a  q i i ' e n  r o m p l a q a n t  l e  p h o s p h a t e  . J i p o t a s s i q t l e  

( m i l i e i l  V) p a r  ?III p h o s p h a t e  m o ? o y o t a s s i q u e  ( m i l i e n  Il, o n  

n e  m o d i f i e  p a s  l e  f i e v e l o p p e m e n t  des e x n l a n t a t s  m a i s  la .  

d i a i n u t i o n  ? e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  a z o t e  t o t a l  p a r  s l r ~ p r e s s i o n  

d ' u n e  f r a c t i o n  du s u l f a t e  C ' a m l o n i a m  +!avorise l e  h o u r u e o n n e m e n t  

( m i l i e u  J). 

V O U S  a v o n s  e n f i n  d t u d i é  l ' i n f l u e n c e  d e s  v a r i a t i o n s  de 

l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  p o t a s s i a m  ( a i l . i e u x  Tt e t  Y )   SU^ m i l i e u  

a p p a u v r i  e n  a z o t e  a m m o n i a c a l  e n  c o m p a r a n t  a v e c  un n i l i e u  

M i l i e n x  d e  c u l t l ~ r e  

J 

o n 0  

1 0 0  

75Q 

0  

2  5 0 

113 

3 , 0 0  

0 , 3 3  

1 , 9 3  

L Z O O  

300  

4 1 8  

2 1 2  

250 

2 76 

3 , 0 5  

PIOC; 

1 , 7 5  

1 

no0 

300 

750 

0  

250  

110  

3,OO 

0 , 3 5  

1 , 7 1  



t é m o i n  ( m i l i e u  P) e t  un m i l i e u  à f o r t e  t e n e u r  e? p h o s p h a t e s  

( m i l i o i i  ' 1 ) .  Vous a v o n s  é g a l e m e n t  t i t i l i s é  iln n o u v e a u  m i l i e u  

d o n t  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  s o n t  l e s  s n i v a n t e s  : 

- l a  c o n c e n t r a t i o n  i o n i q u e  t o t a l e  e s t  é g a l e  à ?7 r n ? f l / l ;  - 4- - l e  r a p n o x t  *Jo / VUd e s t  e q a l  à 3 , 0 ;  
3  - l e s  r a p p o r t s  s u i v a n t s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  é l é m e n t s  

s o n t  c o n s e r v é s  : 

. N = S,O@ 

. P = 0 , 3 0  

. K = 2 , 9 0  

. Mg = 0 ,9O 

. C a  = S , 0 0  

e l l e s  c o r r e s p o n d e n t  e n  f a i t  a u x  t e n e u r s  e n  p o u r c e n t s  de l a  

m a t i B r e  s g c h e  d e s  8 i f f ë r e n t s  é l é m e n t s  m i n é r a u x  c o n s t i t u a n t s  

d e s  f e u i l l e s  d e  P h a l a e n o p s i s  ( S o i l  a n d  P l a n t  T,ah. I n c . ,  S a n t a  

C l a r a ,  r a l i f .  rrSs) ( T a b l e  ' t . 2 3 ) .  

" a 5 l e  I . ? 3  : I n f l u e n c e  3e l a  c o n p o s i t i o n  m i n é r a l e  d u  m i l i e u  

s u r  l a  ç o r n a t i o n  de  f e u i l l e q ,  8 e  r a c i n e s  e t  d e  b o u r g e o n s  p a r  

?es f r a g m e n t s  d e  t i g e  c u l t i ~ r ~ s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r é s e n c e  d e  

3AP ( c v  2 4 0 0 2 ) .  

C o m p o s a n t s  
m g / l  

c a  ( ~ 0 ~ )  43,O .* 
(\TF' 1 S O 4  

4 2 
~ ' 7 ~ ~ 0 ~  

Tc2P00 4 
?7-SO 7 P p  

4 
rl O *aq2P04 2 

'< SO 
2 4 

YY MOl 4 d 

O r q a n e s  

F e u i l l e s  

Q a c i n e s  

S o u r q e o n s  

K 

400 

300 

250 

212 

250 

O 

O 

r) 

3 , 1 4  

0 , 5 7  

2 ,O7 

M i l i e u x  

T, 

400 

1 0 0  

4 1 8  

212 

'250 

O 

9 

O 

3 , 2 3  

1 , 0 7  

2 , 6 2  

d e  

K 

0 0 0  

1 0 0  

4 18 

2 1 ?  

2 5 0  

O 

35ri 

O 

? , ? Q  

0 , 5 0  

2 , 0 3  

c u l t u r e .  

N 

4 0 0  

1 3 0  

A l Q  

2  1 2  

2 5 0  

4 4 3  

CI 

r) 

2,67 

0 , 3 3  

2,17 

Cl 

9 R O  

140  

10n 

O 

6 9 5  

Ci 

4 30 

4 3 

2 , f 5  

Ci,O9 

1 , 9 1  



LIS f r a g m e n t s  d e  t i a e  r e p i q u g s  s u r  c e s  i ! i f f S r e n t s  m i l i e u x  

o n t  4 t é  o b t e n u s  p a r  d i s s e c t i o n  d e  c l a n t u l e s  c?e s e m i s  a u  s t a f l e  

4 - 5  f e u i l l e s ,  Zonc  d e s  p l a n t u l e s  p l o s  a g é e ç  q u e  c e l l e s  q u e  n o u s  

a v o n s  h a h i t u e l l e m e n t  u t i l i s é e s .  

L ' a d d i t i o n  ?. 'une q u a n t i t é  s u p p l 6 m e n t a i r e  fie ? o t a s s i u n  

a c t i v e  l a  c r o i s s a n c e  des  e x p l a n t a t s  e t  f a v o r i s e  l e  5 o u r g e o n n e -  
+ 

m e n t  q u a n d  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  R est é q a l e  à 5 , s  m M / l .  P a r  
7 -  

c o n t r e  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  PO4 e s t  a u g m e n t é e  e t  é g a l e  
4 

à 7 , 5  am,f / l ,  l a  c r o i s s a n c e  e s t  f o r t e n e n t  r é d u i t e  t a n d i s  q u e  l e  

b o u r g e o n n e m e n t  e s t  l é g s r e a e n t  s 7 ~ p é r i e u r  a u  t é m o i n .  E n f i n  s u r  

l e  m i l i e u  O, l a  c r o i s s a n c e  e t  l e  b o u r g e o n n e m e n t  d e s  e x - l a n t a t s  

s o n t  m o i n s  a c t i f s  q u e  s u r  l e  a i l i e u  t é m o i n .  

5 . 1 . 3 . 4  I n f l u e n c e  du  p r é c é d e n t  c u l t u r a l .  ................................ 
n e n x  l o t s  d e  f r a q m e n t s  8 e  t i u e  s o n t  c u l t i v é s ,  l ' u n  e n  

p r é s e n c e  d e  B A D ,  l ' a u t r e  e n  a b s e n c e  d e  r e q u l a t e u r  d e  c r o i s s a n c e .  

A p r è s  4 5  j o u r s  d e  c u l t u r e ,  l e s  p l a n t u l e s  s o n t  p r é l e v é e s  a s e p -  

t i q i t e m e n t  e t  l e s  b o u r g e o n s  l e s  ~ l a n t u l e s  niAres c u l t i v é e s  e n  

p r B s e n c e  d e  SAP s o n t  é l i m i n é s .  Les  ? e u x  l o t s  s o n t  e n s u i t e  

r e p i q i i é s  s u r  un m i l i e u  e n r i c h i  e n  p o t a s s i u m  e t  a d f i i t i o n n é  d e  

5 .  IO-' M / l  de  BAp. Les f e u i l l e s ,  l e s  r a c i n e s  e t  l e s  b o u r g e o n s  

s o n t  dénombrés a p r è s  75 joi-ITS fie c u l t u r e  ( T a b l e  1.24) 

T a b l e  1 . 2 4  : L n + l n e n c s  ? e  l a  n r é c u l t n r e  sq~r l a  f o r m a t i o n  de 

f e u i l l e s ,  d e  r a c i n e s  e t  de h o u r g e o n s  D a r  d e s  f r s g q e n t s  d e  

t i g e  c n l t i v é s  p e n d a n t  75 j o u r s  e n  p r o s e n c e  d e  R A p  ( c v  2 4 2 9 7 ) .  

Q r q a n e s  

Feuilles 

P a c i n e s  

B o u r g e o n s  5 mm 

B o u r g e o n s  5 mm 

Q o u r q e o n s  t o t a u x  

C ' o n d i t j o n s  A e  n r o c u l t u r e  
-6 

R A 0  5 .Ir) 

3,OO 

0 , 1 6  

0 , 5 8  

9,96 

1 , 5 3  

BAP O 

3 100 

0,53 

1 , 4 7  

0 , 9 7  

2 , 3 3  



On c o n s t a t e  q u e  l a  r é a l i s a % i o n  d ' u n e   réc culture s u r  

m i l i e u  a d d i t i o n n é  d e  9AP ne  m o d i f i e  p a s  l a  c r o i s s a n c e  ? e s  

e x ~ l a n L a t s  m a i s  p r o v o q u e  u n e  i n h i b i t i o n  ~ l n s  i m p o r t a n t e  ?e  

l a  r h i z o q o n è s e .  D ' a u t r e  p a r t ,  c e t t e  ? r $ c u l t i i r e  d i m i n n e  l e  

nombre  d e  b o u r g e o n s  p a r  e x p l a n t a t  e t  r é 6 n i t  l e u r  t a i l l e .  

La b r é c u l t u r e  e n  l r o s e n c e  4 e  39P e n  ? r o v o q * i a n t  i ine 

d i m i n u t i o n  d u  n o a b r e  d e  m é r i s + + m e s  a x i l l a i r e s  Dar  e v n l a n t a t  

p ~ l i s q i l ' u n e  p a r t L e  d ' e n t r e  e u x  s e  sont d ~ v e l o n n 4 s  e n  p l a n t n l e s  

f i l l e s ,  e x p l i q n e  t e  m o i n d r e  n o a b r e  d e  h o i i r a e o n s  p a r  e x ~ l a n t a t  

e n  f i n  ? e  c u l t u r e  p r o ~ r p - e n t  d i t e ,  J e s  p l a n t u l e s  m è r e s  sont l a  

p r g c u l t u r e  a  é t é  r é a l i s é e  e n  p r é s e n c e  d e  S A ? .  

b . 1 . 4  F o u r s u i t e  3u c y c l e  3e m u l t i p l i c a t i o n .  
---------------------------i- 

L e s  p l a n t u l e s  mAres e t  l e s  h o u r g e o n s  o h t e n n s  p a r  c u l t u r e  

i n  v i t r o  d e  f r a g m e n t s  d e  t i ~ e  e n  p r é s e n c e  d e  S A P , p e u v e n t  à nou-  

vea* l  6 t r e  u t i l i s é s  ?Our l a  ~ u l t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e  i n  v i t r o  

d u  ? h a l a e n o p s i s .  

h . 1 . 4 . 1  C u l t u r e  ? e s  p l a n t u l e s  ~ è r e s .  ............................ 
L e s  p l a n t u l e s  m è r e s  sur l e s q u e l l e s  l e s  b o u r q e o n s  o n t  4 t é  

p r é l e v A s  a s e ? t i q u e m e n t ,  r e ~ i q u é e s  s u r  J e  m ê m e  m i l i e u  d e  b a s e  

s a n s  r x g u l a t e u r  d e  c r o i s s a n c e  s e  d é v e l o p n e n t  r a ~ i d e m e n t .  Le 

d é v e l o p p e m e n t  r a c i n a i r e ,  i n h i b é  l o r s  d e  l a  c u l t u r e  siir l e  

m i l i e u  p o n r  b o u r g e o n n e m e n t  e s t  t r è s  a c t i f  ? e n d a n t  l e  p r e m i e r  

a o i s  d e  c u l t u r e  ( F i n .  T . 4 4 ) .  11 n ' y  a n a s  de d é v e l o p n e m e n t  

? e s  m 6 r i s t è m e s  a x i l l a i r e s  s ~ r  c e  mi-1-ieu. A ~ T ~ s  f ieux i t r o i s  

m o i s  d e  c u l t u r e  sixr c e  m i l i e r i ,  l e s  p l a n t i i l e s  s o n t  a n t e s  à 

ê t r e  r e n i q u 6 e ç  e n  s e r r e .  

t o r s q ? i e  l e s  ~ l a n t i ~ l e s  ~ 8 r e s  s o n t  r e ? i c ~ 1 6 e q  siir l e  n i l i e u  

d e  h a s e  a r l c? i t i onnG de Q A ? ,  d 'AT4  e t  J 1 a ? . 6 n i n e ,  l e s  a 6 r i s t è a e s  

a x i l l a i r e s  d o  l a  h a s e  Le 13 n l - a n t i i l e  s e  A4ve l -onpen t  e n  b o u r q e o n s .  

W u t e  f o i s ,  1.e n o n h r e  ae 5 o i x r q e o q s  n r 6 s e ? t s  371' l e s  - n l a n t u l e s  

m è r e s  e n  f i n  4e c u l t u r e ,  est m o i n s  i q p o r t a q t  q u o  s i  l a  adme 

c u l t u r q  e s t  ~ é a l i s é e  a v e c  ? e s  q l a n t q ~ l e s  n ' a v s n t  o a s  e n c o r e  

été c u l t i v é e s  a n  p r g s e n c e  ? e  ?An ( T a % l e  1.24, h . 1 . 3 . 4 ) ,  



T a  c r o i s s a n c e  de c e s  $ o u r ? e o n s  e s t  6 q n l e a o n t  s o i n s  r a n i d e .  

F i q .  1 . 4 4  : 4 : w v o l u t i o n  311 n o m b r e  rle F a t r i L l e s  (-1, d e  

r a c i n s s  ( " ' 1  et ?e 3 o n r q e o ~ ç  ( - - -  ) f o r m 6 s  p a r  ~ l a n t u t e  ~ è * o  

c ü l t i v E e  s u r  m i l i e u  s a n s  r4c ru ln t e l1z  de c r o i s s a n c e  en  f o n c t i o n  

d o  14 21l r6e 3e l a  cuit-~rs e n  jaufs (JI. 4 : D a n r o e n t a T o  d e  , 

p l a n t i l l e s  rR5rns - r é s e n t a n t  -7es Çeui!. l-s (-1 , Jes racines ( a )  

ot " o s  ' . o i ~ ~ a e o r ? s  ( - - - )  o n  Co?ction.  " 0  la a - ~ r + e  d e  13 c u l t ~ l r e  

e n  jo2r.; ( J I .  ( cy r  2 ? 3 4 0 ) .  

4.1 .4 .  ? C - l l t u r o  d o s  hon rqeonç .  ...................... 
tes c o n ? i t i o n s  a n t C r i ^ u r e s  Je c u l t u r e  l e s  o l a n t u t s s  a è r e s  

a y a n t  a n e  i n p o r t a n c e  o r $ - o n d é r a n t e  sur l e  d e v e n i r  des l o u r g e o n s ,  

n o u s  d e v o n s  ? i s t i n q u r  Les  r 6 s n l t a t s  ? e s  c u l t u r e s  de b o u r q e o n s  



p r o v e n a n t  d u  3 é v e l o ~ - e m e n t  Jas  ~ é r i s t G m e s  a x i l l a i r e s  ae f r a q m e n é ?  

d e  113" c u l t i v é s  ç n r  l e  a i t i e u  Je h a s e  non o q r i c 3 i  e n  ~ o t a s s i i r m  

e t  e n  n h o s p h o r e  et l e s  r é s u l t a t s  " e s  c u l t u r e s  <e 3 o a r 7 o o n s  o r o -  

v e n a n t  N-1 i a v e l o n p e f l e n t  ?es ~ S r i s t è r n e s  axil7alros 07i o b t e n u s  

2 a r  d 6 2 i f f 4 r e n c i a t i o n  d ' a n t r e s  t i s s u s  3e f t a u m e n t s  de t i q e  

c u l t i ~ ~ é s  s u r  les w i l i e u x  e n r i c h i s  e n  q h o s p h o r c  et en  p o t a s s i u m  

qne n o u s  a v o n s  ? o r n a l o s .  

h .  1 . A . Z .  1 rultutos s3e b o ? i r a e o n s  f o r m é s  s u r  l e  ~ i l i o u  " h a s e .  ................................................... 
5 . 1 . 4 . 2 . 1 . 1  D i s t r i b a t i o n  d e  l a  t a i l l e  des h o u r q e o n s .  ........................................ 

%a t a i l l e  des b o u r g e o n s  a ~ r t 5 a  7 5  jours de  c u l t u r e  e s t  e n  

rnoyonne de  5 ?!EX, n a i s  elle D e u t  v a r i e r  e n t r e  1 e t  16 Ta 

( F i g .  1 . 4 5 ) .  

F i a .  1.65 : P I s t r L h n t i o n  s u i v a n t  l a  t a i l l e  e n  mm ( T  mm) d ' u n  

l o t  J e  1 8 1  h o u r u e o r l s  Issi1.s rte l a  c u l t r t r o  3e 9 5  Ç r a a n e n t s  c?e 

t i g e .  



h . 1 . 4 . 2 . 1 . ?  C i i l t u s e  h o u r g e o n s  de  o l u s  ?e 5 am. ------------------------*------------ 

L e s  b o u r g e o n s  J o n t  l a  t a i l l e  e s t  s u p é r i e u r e  5 5 m m ,  
-6 c u l t i v o s  e n  p r é s e n c e  d e  5 .10  V / 1  4e R A P  se  c o m p o r t e n t  conms 

l o s  f r a g m e n t s  d e  t i g e  o b t e n u s  - a r  d i s s e c t i o n  3 . e ~  p l a n t u l e s  de 

s e n i i s .  

Rn p r é s e n c e  d e  R A P ,  l e s  m é i i s t 5 m e s  a x i l l a i r e s  p r é s e n t s  

s u r  l e s  h o u r a e o n s  s c n t  c a p a b l e s  d e  s e  d é v e l o p p e r  à l e u r  t o u r  

e n  h o u r g e o n s  t a n d i s  q u e  l a  r h i z o g e n è s e  P e ~ e u r e  i n h i b é e  ( P i a .  

J.46 A ) .  

Rn a b s e n c e  d e  7AP,nOus n ' o h s s r v o n s  ?as de  b o u r g e o n n e m e n t  

m a i s  d e s  r a c i n e s  a n p a r a t s s e n t  r a p i e e m a n t  ( F i q .  1 . 4 6  B ) ,  b i e n  

que l e s  f e n i l l e s  s o i e n t  l é q b r e v e n t  m o i n s  n o m b r e u s e s  q u a n d  l e s  

p l a n t u l e s  f i l l e s  s o n t  c u l t i v 6 e s  e n  a h s e n c e  d e  3 9 p ,  c e l l e s  c i  

s o n t  d ' u n e  t a i l t e  n e t t e m e n t  p l u s  g r a n d e .  

b .  1 . 4 . 2 . 1 . 3  C u l t u r e  d e  b o u r g e o n s  r7s m o i n s  d e  5 m m .  ...................................... 
Deux e s s a i s  t?e c u l t u r e  3 e  b o u r g e o n s  d e  p e t i t e  t a i l l e  o n t  

é t é  r G a l i s é s .  L o r s  du  p r e m i e r  e s s a i ,  l e s  b o u r a e o n s  r 6 p a r t i s  

s e l o n  l e n r  t a i l l e  s o n t  r e p i q u é s  e n  t u h e s  ?e 160 x 2 2  mm 

c o n t e n a n t  18 m l  d e  s i l i e u  d e  c u L t u r e  c o m p r e n a n t  l e s  macro-  

é l é q e n t s  e t  l e s  m i c r o é l ~ m e n t s  d e  FONNESBErH ( 1 9 7 2  a ) ,  1  g / l  

f l ' h y 4 r o L y s a t  d e  c a s g i n e ,  2 0  g / l  de s a c c 3 a r o s e ,  l e  f e r  s e l o n  

M ~ P E s H T C ~  e t  S K ~ O G  6 i i u e  a e  m o i t i t i  a i n s i  q u o  5 . 1 0 - ~  \ I / L  f ie 

s A P ,  10-"U/l d ' R I A  e t  8 . 5  g / l  d ' a g a r - a g a r .  Les  c u l t u r e s  s o n t  

p l a c é e s  à l ' o b s c u r i t é  p e n d a n t  15 j o u r s  a ~ r S s  l e  r e p i q n a q e  

( T s k l e  T . 2 5 ) .  

T a b l e  1 . 2 5  : I n f l u e n c e  d e  l a  t a i l l e  d e s  e x p l a n t a t s  s u r  la 

f o r m a t i o n  d e s  f e u i l l e s  ('TF) , d e s  r a c i n e s  OTp) , r?es p l a n t u l e s  

f i l l e s  (Pt?), s u r  l a  n é o f o r m a t i o n  3s p r o t o c o r m e s  ( P r )  e t  s u r  l e  

p o u r c e n t a g e  de s u r v i v a n t s  a p r o s  75  j o u r s  fie c u l t u r e .  Voyennes  

c a l c x l o a s  s u r  2 4  e x p l a n t a t s  p a r  c o n d i t i o n  ( c v  2 3 7 2 1 ) .  
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Pin. 7 - 4 6  : 3 : é s o l ~ i t i o n  -71 n o m h r e  ( - 7 )  .le C e u i l . ? o s  ( )  , R F !  

rlci-a- ( . - O )  et 'le hr)clr?eonc; ( - - -  Cor-+ sar Les n l a n t i i l e s  

C i 1 7 e ~  c i r1 l t iy?6es  ori 7 r 6 s n n o e  ( a !  011 an a h s e n c e  ( s )  d e  qnn en 

f o n c t i o n  d e  Ia a!iir6e Ac c!i?tiire en jo r i t c :  1 )  . : n o q i ~ c e r i t n n e  

( R I  -7a ni_an%?ll.es Fi? Les -rt?sen%arit. d e s  f e , i i 1 . l e ~  (--) , d e s  

t a c i n e s  ( . . - )  e t  d e c  hol.ir.roans ( - - -  1 e n  Ç o ~ c t i o n  d e  la Jqr6e .3e 



L o r s  du  de!ixiSme e s s a i ,  Les b o u r g e o n s  o n t  é t 6  r e p i q i ~ é s  e n  

F l a c o n s  d e  500 m l  9 r a i s o n  d e  10 e x p l a n t a t s  p a r  f l a c o n  c o n t e n a n t  

1?0  a l  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  c o m p r e n a n t  l e s  n a c r o é l é m e n t s  e t  

l e s  m i c r o 4 l é m e n t s  de  FOWn1TP9TCF (1972  a ) ,  l e  f e r  s e l o n  

M V n R q q I G T  e t  SKOOG ( 1 9 6 2 )  d i l u e  a u  ?lemi,  1 n/1 a ' h y d r o l y s a t  d e  
-6  

c a s é i n e ,  20 n g / l  d 1 a d 6 n i ? e ,  10 n / l  d e  s ? c c h a r o s e ,  5 . 1 9  u / l  
-8 

d e  q A P ,  10  'fl/l A'AIA et. 8 , 5  711 d ' a c j a r - a q a r .  Les c u l t ~ i r e s  s o n t  

p l a c é e s  3 l a  l u m i A r e  i m m 4 d i a t e n e n t  a?r?s l e  r e p i q i l a g e  ( T a b l e  

1 . 2 6 ) .  

T a b l e  T.36 : I n ç l u e n c e  4 e  l a  t a i l l e  ? e s  exp!an ta te  s u r  l a  Fcrma- 

t i o r ,  3ss F e t i Z l l e s  ("FI, d e s  r a c i n e s  ( n T Q ) ,  ? e s  p l ~ n t i i l e s  f i l l e s  

(Pf) , ç u ~  l a  n ~ o C o r ~ a t i o n  r?e p r o t o c o r m ~ s  (Pr) e t  s u r  l e  p o u r c e n -  

t a u e  d ' e x p l a n t a t s  s u r v i v a n t s  a p r h s  75  j o u r s  d e  c u l t u r e .  'floyennes 

c a l c u l 6 e s  s u r  10 e x p l a n t a t s  Dar c o n d i t f o n  ( e v  3 3 7 3 1 )  

nes p r o t o c o r m e s  a p p a r a i s s e n t  s u r  l e s  e x ~ l . a n t a t s  3. c o n d i t i o n  

q u e  c e u i  c i  a i e n t  u n e  t a i l l e  i n f s r i e u r e  à 5 nrn ( D h o t o  1 . 9 1 ,  

a l o r s  q u e  l e s  e x p l a n t a t s  d e  - l u s  d e  5 a m  n a  r e q e n e r e n t  q u e  d e ç  

p l a n t u l e s  f i l l e s  s a n s  ? a s s a g e  par l e  s t a A e  p r o t c c o r m e ,  

T o u t e Ç o i s ,  p l u s  l a  t a i l l e  d e s  e x n l a 3 t a t s  p l u s  l e  t a u x  

d e  m o r t a l i t e  a u g m e n t e .  

b . 1 . 4 . 2 . 1 . 4  I n f l u e n c e  de l a  d e n s i t é  d e  n o ~ u l a t i o n .  
- - - - - - - - - - - i - i - - - - - - - - - - - - - t - - - - - i - - - ,  

E n  r e p i q t i a n t  un nombre  d i f ç é r e n t  d e  h o u r n e o n  d e  9 4 5 m m ,  

p a r  f l a c o n s  d e  3 P P  r n 1  c o n t e n a n t  60 m l  d a  n i l i e u  ae c u l t u r e ,  O? 

c o n s t a t e  q u e  l a  d e n s i t s  ?le l a  p o p u l a t i o n  i n f l i i e  s u r  l e  3 6 v e l o p -  



percent  d e s  e x - l a n t a t s ,  l e  m i l i 2 u  d e  c u l t u r e  c o a n r e n a n t  l-es 

é l é m e n t s  m i n g r a u x ,  l e s  v i t a m i n e s  e t  l o s  a ? < i t i f s  d e  F'QV?TFSnFrU 

(1972  a  e t  bl, 1 q / l  d l % y d r o l y s a t  ? e  c a s g i n e ,  q / l  d e  
- 6  

s n c e h a r o s e ,  5.1"/1 de 3AP, IO- '  u / l  d ' P T 4  e t  P I S  ?/1 

d ' a r ~ a r - a a a r  ( T a b l e  1 . 2 7 )  . 

VahLe T . 2 7  : I n f l u e n c e  du  nomhre d ' e x p l a n t a t s  p a r  F l a c o n  s u r  

l e  d 6 v e l o p n e m e n t  ? e  c e u x  c i  a p r è s  99  j o u r s  d e  c u l t u r e .  

Nombre 4 ' e x p l a n t a t s  

2 O 

15 

1 2  

8 

5 
L 

Vous pouvons  t i r e r  d e  c e t t e  e ~ n é r i e n c e  p l u s i e u r s  c o n c l u -  

s i o n s  : 

- I ' a c c r o i s s e m e n t  d e  ~ o ~ i ~ l a t i o n  a  u n e  a c t i o n  s t i m u l a n t e  

s u r  l a  n é o Ç o r m a t i o n  des p r o t o c o r m e s ;  

- en f l a c o n  e t  5 c o n d i t i o n  a u e  l a  l a n s i t ?  d e  D O D U ] - a t i o n  

ç o i t  s u €  f i s a n t e ,  l e s  p r o t a c o r m e s  a p p a r a i s s e n t  siir d e s  

e x p l a n t a t s  g o n t  l a  t a i l l e  e s t  s i i p 4 r i s u r e  5 5 m m ,  c e  sue 

n o u s  n ' a v o n s  pas  r e m a r a n 6  l o r s q u e  l e s  c u l t u r e s  s o n t  

r é a l i s 6 e s  e n  t u b e ;  

- l a  f o r m a t i o n  ?e h o u r a e o n ç  s u r  l e s  e x p l a n t a t s  e s t  o p t i m a l e  

a u x  n l u s  5 a s s e s  d e n s i t e s  a l o r s  q u e  l a  f o r m a t i o n  de  p r o t o -  

c o r m e s  e s t  o p t i m a l e  a u x  p l u s  f o r t e s  d e n s i t e s ;  

- il ?est p a v o i r  çirnnJtan15-eqt  f o r ~ a t i n n  fie b n i ~ r q e o n s  

e t  d e  b o l i r q e o n s .  

Nombre f i ' o r g a n e s  e n  f i n  d e  c u l t u r e  

T o i ~ t e f o i s ,  1- ' a u a m e n t a t i o n  d u  nombre ? ' e x p l a n t a t s  p a r  u n i t 6  

de  vo lume  de m i l i e u  n r o v o a n e  un n o i r c i s s e m e n t  i m ~ o r t a n t  du  

m i l i e u  8 e  c u l t u r e  d a  i l a  s y n t h 3 s e  ?e n h s n o l s  p a r  l e s  hourc reons .  

pn c o n s k q u e n c e ,  ailx ? e n s i t e s  Q ? a v k e s ,  d e s  n é c r o s e s  a p n a r a i s s e n t  

F e u i l l e s  

? , 5 4  

7,OQ 

2 , 5 0  

2,7? 

2 , 2 5  

R a c i n e s  

? , A l  

C I Q P  
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O, FI6 

0 , o o  

P o u r a e o n s  

O, 86 

O16n 

0 ,O0 

I , 1 ~  

1 , 7 5  
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',?O 

3 , g o  
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à partir d'une cinquantaine $3 jours de culturo. TI faudrait 

donc 2ttérieurement prévaCr en cours de culture r?e renouveler 

le milie73 usagA par du milieu neuf ce que nous n'avons pas 

r4alisé lors de cette expArLence. 

h.1.4.2.2 Cultu~e ?.e houraeons formr5s sar nilieu enrichi en .................................................. 
potassium et en ohos-%ore. .......................... 

?Tous avons rGitér4 l'4to-e t?e l'influence 4e la taille 

Z e  l'ex~lantat en utilisant comme matériel pour l'ensemencement 

prinaire des bourqeons obtenus par culture de fragaents ?e 
+ 

tiqe sur sn milieu contenant fie Cortes conczntrations en K 
3 -  et Do (Fiq. 1.47) d 

12.5 8.5 6.5 4.5 2.5 1 T mm 

Fig. T.47 : Tnfluence de la taille se l'explantat ( T  en mm) 

sur le 2ourcentage de survivants a p r i s  7 5  fours 3e culture 

(4 9) (cv 3 4 1  111) . 

Comme nous dis-osions a'un stock 4e houxoeons a s s e z  

im~ortant, nous avons donc e s s a v 4  de dofinir de nouvelles 

con?itioqs d o  culture dans In hnt ?'une nast, f?o permettre le 

?-velodpement 8 2 s  exnlantats mais encore s'obtenir la néafor- 

mation 4e  orotocormes. 



P o u r  c e t a ,  l e s  5 t u 6 e s  s u i v a n t e s  o n t  etc5 r 6 a l i s é e s  : 

- i n f l u e n c e  d e  1-a c o m ? o s i t i a n  m i n é r a l e  "17 n i t i e u  l e  

c ~ ~ l t ~ ? r e ;  n u a t r e  n i l i e u x  d i f f 6 r e n t s  o n t  h t 6  u t i l i s e s ,  c e  

s o t l t  l e s  c o r a u l a t i o n s  ? e  '!SIrn" ( ! ? A ? ) ,  J e  m q r ) V l L F :  ( 1 3 5 4 ) ,  

s e  y f T T 9 R Ç q T C F  e t  TKqOc ( 1 9 6 2 )  e t  ,Te FnnTvTFSFFrF ( 1 9 7 2  a )  
- 6  

a d d i t i o n n é e s  ;1e S . ¶ $  ~ l / 1  45 S n ? ;  

- i n f l u e n c e  ? e s  v a r i a t i o n s  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  e n  tT, P e t  

e n  u t i l i s a n t  comme a i l i e i i  d e  h a s e ,  le m i l - i e i l  ? e  PVJTTP5RFCT7 

~ 0 9 i F i . é  c o n n e  n o u s  ' ' a ~ r a n s  prSc53emrnent  i n d i a n é ,  e t  a 9 i i -  

t i o n n 4  de 5 . l ~ - ~  ~ / 1  de P Y V .  

- 5  - i n f l u e n c e  rTes v a r i a t i o n s  ??es c n n c e n t r s t i o n s  e n  3 A D  ( 5 . 1 0  , 
-f i  - 6  

!O M / l )  a s s o c i é e  3 t ' ; i ~ i < ? e  q.'.F>Sérel-l.iniie ( 1 0  , 1" -7 

oii 0 V / l )  e n  n i l i e i l  l i a l i i 8 e  a q i t é ;  

- i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  Pu s e c c h s r o s e  ( Q ,  5 ,  10, 2O 

0 1 1  A Q  ~ ' 1 )  e n  rnSlie~i  l i a i i i r t e  a g i t e  ac-7;li.t_ionnh .te ? P D ;  

- c n f F ~ ,  nou? l v a n s  comnav; Jeux ailieux n é l o s e s  i i ç f é r e n t s ,  
-6 

l ' i t n  c o m j r e n s n t  5 . 1 0  Y/] ? e  s A P  e t  l ' a u t r e  Cémuni d e  

r é g u l a t e t i r s  de c r o i s s a n c e  e t  a d d i t i o n n e  d e  75  u / l  d e  

h a n a n e  v e r t e  frafche e t  de 2 q / l  ? e  c h a r b o n  a c t i v é .  

T,orçque l e  m i l i e u  3e  c u l t i ~ r e  comprend  l e s  m a c r o é l é ~ e n t s  

? e  FOfiJVFS33rV ( 1 9 7 2  a ) ,  les m i c r o é l é m e n t s  de T,F,STURT ( l c ) 6 9 ) ,  

l o  fer s e l o n  Y V p R S 3 T G R  e t  S K O O G  ( 1 9 6 2 )  d i l u é  a u  q u a r t ,  l e s  

v i t a n i n e s  d e  53CY ( 1 9 7 4  a ) ,  2 ms/l de q l y c o c o l l e ,  50 a g / l  

d ' i n o s i t o l ,  500  m q / l  d e  p e p t o n e ,  500  m c / L  d e  t r y p t o n e ,  10 g / l  

de  g l u c o s e ,  5 g / l  de s a c c h a r o s e ,  7 5  q / l  d e  S a n a n e  v e r t e ,  2 a / l  

4 e  c h a r b o n  a c t i v e  e t  3,5 a / l  A ' a q a r - a n a r ,  l e s  b o i ~ r q e o n s  c 'on t  

la t a i l l e  e s t  d e  l ' o r d r e  d e  5 m m ,  s e  ? é v e l o n p s n t  a c t i v e m e n t  

e n  p o u s s e s  f e u i l l é e 5  a:ii s ' e n r a c i n e n t  awres !5 3. 30 j o i l r s  d e  

c u l t u r e .  D ' a u t r e  n a r t ,  \ 3 l n s  q v i a t r e  c a s  s u r  2 1 ,  s e s  T r o t o c o r m e s  

s o n t  a p a a r u s .  

P a n s  t o u s  l e s  a u t r e s  c a s  6 t u a i e s ,  q u ' i l  s ' a g i s s e  d e  

c u l t u r e s  e n  mi l i e72  g é l o s é  o u  l i q i t i d e  a g i t é ,  e n  w r e s e n c e  de  

f o r t e s  o u  de  f a i b l e 5  c o n c e n t r a t i o n s  e n  V ,  ? e t  Y et q u e l l e  

q u e  s o i t  l a  c o n c e n t r a t i o n  e t  l a  n a t u r e  4 e s  r é g u l a t e u r s  d e  

c r o i s s a n c e  u t i l i s é s ,  n o u s  n ' a v o q s  Das ohssrv15  lus d e  5 % 



d ' e x p l a n t a t s  s u r v i v a n t s  e n  f i n  d e  c u l t i i r e  n i  d l a n ? a r i t i o n  ?e 

b o ' u r n e o n s  o u  l a  n é o f o r m a t i o n  d e  ? r o t o c o r m e s .  llne 4 d e u x  

s e q a i n o s  a ~ r 8 s  l e  r e p i q u a g e ,  iin h a 1 0  n o i r  a n q a r a i t  a u t o u r  d e  

I ' e x p l a n t a t  a a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  p i l i s  3 2 4 s e m a i n e s  

a o r 5 s  l ' e n s e m e n c e m e n t ,  l e s  e x p l s n t a t s  b r u n i s s e n t  e t  m e i i r e n t .  

"n c o n s i d G r a n t  qi ie  l a  m o r t  r a n i d e  d e s  e x p l a n t a t ç  n o l i v a i t  

p r o v e n i r  d ' u n e  e x a l t a t i o n  de  l a  s y n t h G s e  d e s  p o l : ? ~ b é n o l s  e n  

n r b s e n c e  d e  R A P ,  no i i s  a v o n s  t r a n s ~ l a n t é  un  I o t  d e  b o u r g e o n s  

s u r  a i l i e u  neu f  t o n s  l e s  q u i n z e  j o u r s  a f i n  d l B v C t s r  1 ' a c t i o n  

t o x i q u e  ? e s  p h é n o l s .  l ' a p n l i c a t i o n  d e  c e t t e  t e c h n i q u e  

n ' a  p a s  p e r m i s  d ' a m é l i o r e r  n o s  r é s u l t a t s .  

~ ~ ~ 1 1 s  a v o n s  6 a a l e m e n t  r e ~ i q i 1 6  s u r  l e  m i l i e u  Fie S a s e  g é l o s é  

d é m u n i  d e  r é a u l a t e u r s  d e  c r o i s s a n c e ,  de h a n a n e  verte e t  d e  

c h a r b o n  a c t i f ,  d e s  n l a n t u l e s  m g r e s  p r é s e n t a n t  d e s  b o i i r g e o n s  

d e  p e t i t e  t a i l l e  ( 2  B 3  am) o b t e n u e s  p a r  c u l t u r e  d e  " r a g m e n t s  

d e  t i q e  s u r  un m i 7 i e u  e n r i c h i  e n  p o t a s s i r i m  e t  e n  p h o s p h o r e  
- 6  

a d d i t i o n n é  d e  5 . 1 0  M l 1  d e  3 A n .  A p r è s  75  j o i z r s  de c u l t u r e ,  o n  

c o n s t a t e  q u e  l e s  b o u r a e a n s  d e  n o i n s  d e  5 m m  c r é s e n t s  s u r  l e s  

~ l a n t u l e s  m è r e s  n e  s e  d é v e l o p p e n t  oas  m a i s  ? e m e t i t e n t  v i v a n t s  

( " a h l e  1.28). 

T a b l e  1 . 2 8  : i v o l t ~ t i o n  a u  nombre  d e s  f e i r i l - l e s ,  d e s  r a c i n e s  e t  

d e s  h o u r a e o n s  p r 6 s e n t s  n a r  p l a n t u l e  m è r e  a n r è s  7 5  j o u r s  n e  

c n l t u r e .  

Orcranes  

~ e i i i l l e s  

R a c i n e s  

h o u r q e o n s  +v 5 mm 

% o u . r q e o n s  5 mm 

T l  F a u t  J o n c  e n  c o n c l i r r e  q i i l a n r P s  !enr f o r m a - t i o n  stir 

? e s  +xaqrnen t s  do t i n e  c u l t i v 6 s  e n  o r e s e n c e  J e  S A P  e t  de f o r t e s  

t e n e u r s  e n  p o t a s s i u v  e t  e n  ? b o s p h o r e ,  l a  m a j e u r e  p a r t i e  ? e s  

Mnmbre d ' o r q a n e s  par n 1 a n t u l . e  m è r e  

d é h i i t  c?e 
ci11 t u r f ?  

3 ,Qr) 

0 , l l  

1 , 4 4  

0 , l l  

= i n  d e  
rlii! + i l t e  

4 , 4 4  

1 , 4 4  

1 , ? 3  

0 , 2 2  



b o u r q e o n s  e n t r e n t  d a n s  une  p h a s e  fie l a t e n c e  q u i  n e  p e u t  ê t r e  

l e v é e  q u ' e n  a d d i t i o n n a n t  a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  J e  l a  b a n a n e  

v e r t e  e t  3u c h a r h a n  a c t i f .  m o u t e f o i s ,  n o u s  ne pouvons  d é t e r m i n e r  

s i  c e t t e  l e v é e  d ' i n h i b i t i o n  e s t  d u e  4 l ' u n  011 a l ' a u t r e  d e  c e s  

d e u x  composés  o u  d e s  d e u x  à t a  f o i s .  

b .1 .5  C u l t u r e  e t  m n l t i ~ l i c a t i o n  d e s  p r o t o c o r m e s .  .......................................... 
Vous a v o n s  c h e r c h é  4 p r 6 c i s e r  ? ' u n e  p a r t  I ' a n a l o q i e  d e  

s t r u c t u r e  e n t r e  l e s  p r o t o c o r m e s  -ne n o u s  a v o n s  a h t e n n s  g a r  

c u l t u r e  d e  b o u r g e o n s  e t  l e s  p y o t o c o r m e s  d e  semis e t  R d e f i n i r  

q u e l q i i e s  c o n F i t i o n s  d e  c u l t a r e  a p t e s  à a s s u r e r  nne  m a l t i ~ l i c a t i o n  

r a p i d e  d e s  n r o t o c o r m e s  d.e n o o f o r m a t i o n .  

b.1.5.1 S t r u c t u r e  a n a t o m i q u e  d e s  p r o t o c o r m e s  B e  n é o f o r m a t i o n .  ..................................................... 
TJes o b s e r v a t i o n s  m i c r o s c o ~ i a u e s  d e  c o u p e s  f i n e s  d e  p r o t o -  

c o r m e s  n6oform6ç  siir ? e s  h o ~ ~ r q e o n s  m o n t r e n t  3 e  l a  n x r i p h é r i e  

v e r s  le c e n t r e ,  l e s  t i s s u s  s c i i ~ r a n t s  : 

- un 6 a i ? e z m e  à ç t o ~ a t ~ s ;  

- lin narench:?aa a s q i m i l a t e i ~ r  t r a s  r e s t r e i n t ;  

- un p a r e n c h y m e  As r b s F - r Y r P  i i n ~ ~ r t a n t  3 c e l l i ~ l - e s  v o l u m i n e i i s e s  

c o n t e n a n t  des g r a i n s  J ' a m i d o n ;  

- un p a r e n c h y m e  à p e t i t e s  c e l l n l e s  d ' a p p a r e q c e  p r o c % e  d e  

c e l l e  d ' u n  t i s s u  m é r i s + é m a t i q u e ;  

- un f a i s c e a u  c o n d u c t e u r  c e n t r a l  u n i q u e  d e  s t r u c t u r e  u n i -  

q u e m e n t  p r i m a i r e  o u i  p e u t  ê t r e  e n t o u r é  d e  q v e l q i l e s  

c e l l u l e s  l é g è r e m e n t  s c l é r i f i é e s  ( P h o t o  T.10). 

T a t e x a n e n  a e  c o n n e s  r é a l i s é e s  s u r  ? e ç  p r o t o c o r a e s  i s s u s  +lu 

d 6 v e l o p n e a e n t  4 ' e n h r y o n s  céminaiix a  m o n t r é  l e s  mêmes s t r u c t u r e s  

q u e  c h e z  l e  p r o t o c o r m e  de  n A o f o r m a t i o n  ( P h o t o  1 . 1 1 )  . L e s  p r o -  

t o c o r m e s  d e  s e m i s  e t  d e  n é o f o r m a t i o n  s o n t  d o n c  a n a t o m i q u e m o n t  

a n a l o g u e s .  

d e s  p r o t o c o r m e s .  ---------------- 
t e  mode d e  d i s s e c t . i o n  d e s  p r o t o c o r m e s  e s t  d o t e r m i n a n t  Roiir 

s e  m u l t i p l i e r  u l t é r i e u r e m e n t .  v n  e f f e t ,  l e s  p r o t o c o r m e s  ?.e 



P h a l a e n o ? s i s  ne p e u v e n t  ê t r e  m a n i p u l é s  comae l e s  o r o t o c o x m e s  

d e  Cynhi3iurn.  

L o r s q u e  l ' o n  s e c t i o n n e  l e s  p r o t o c o r m e s  d e  P h a l a e n o p s i s  

e n  p l u s i e u r s  e r a q m e n t s  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  u t i l i s e e  a v e c  l e s  

p r o t o c o r m e s  de Cymhi?ium, on  c o n s t a t e  a u e  peu  de t emps  aprt5s 

l e u r  ensemencement  s u r  !ln n i l i e u  n u t r i t i f ,  l e s  t r a g m e n t s  s e  

d é c o l o r e n t  e t  m e u r e n t  a l o r s  q u e  l o r s q u e  l e s  p r o t o c o r m e s  s o n t  

u n i q u e m e n t  i s o l 4 s  l e s  vins d e s  a u t r e s ,  e n  é v i t a n t  t o a t e  b l e s s u r e  

e x c e s s i v e ,  l e s  ? r o t o c o r m e s  s e  m u l t i ? l i e n t  r a p i d e m e n t .  

C e t t e  d i f f A r e n c e  d e  c o m p o r t e m e n t  9 n t r e  l e s  ~ r o t o c o r m e s  

d e  P h a l a e n o p s i s  e t  c e u x  d e  CvmhiJ i i~m e s t  v r a i s e m b l a b l e n e n t  diie 

à l e u r s  p a r t i c u l a r i t é s  a n a t o m i q v e s .  

~ o l i s  a v o n s  v n  q u e  l e  t i s s u  d e  t v n e  m 6 r i s t é m a t i q u e  q u i  

e n g e n d r e  l e s  n é o Ç o r m a t i o n s  e s t  n é r i p h é r i q u a  e t  s o u s  j a c e n t  

4 l ' é n i d e r m e  c h e z  l e  C:rnihi?.ium (%?RTL,  1 9 6 5 )  a l o r s  que ce 

t v p e  d e  t i s s u  e s t  l i m i t r o n h e  du  f a i s c e a n  c o n a u c t e u r  c h e z  l e  

p r o t o c o r m e  de  P h a l a e n o - ? s i s  e t  d o n c  n i i ' u n e  f r a q m e n t a t i o n  t e l l e  

q u ' e l l e  e s t  p r a t i a u g e  c h e z  l e  Cyah id ium en?.ommaqeraj.t  t r o p  

g r a v e m e n t  c e  t i s s u  c h e z  l e  P h a l a e n o p s i s .  

h . 1 . 5 . 3  I n f l u e n c e  3 e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  r é g u l a t e u r s  d e  ................................................ 
c r o i s s a n c e  e t  "e l a  p r é s e n c e  qe  c h a r b o n  a c t i f .  --------------------.-------------------------- 

Des p r o t o c o r m e s  n é o f a r m é s  s u r  d-es h o u r q e o n s  3 e  moins  d e  

5 nm ( c v  24114)  c u l t i v é s  s u r  l e  m i l i e u  d e  h a s e  a d d i t i o n n é  c?e 
-6  

5 . 1 0  M/1 ? e  R A P ,  o n t  é t é  r e p i q u e s  i s o l é m e n t  e n  t u b e s  c o n t e n a n t  

1 8  m l  d e  m i l i e u  *a c u l t u r e  c o a p o s 6  ?es s o l n t i o n s  m j n A r a l e s  e t  

v i t a n i n i q u e s  de  POMITFS RFCF (1972  a ) ,  de 2 an/' de  g l y c o c o l l e ,  

50 a g / l  4 ' i n o s i t o l ,  2 0  ma/l d ' a d é n i n e ,  1 q / I  d ' h y a r o l y s a t  3 e  

c a s é i n e ,  5 g / l  d e  s a c c 5 a r o s e ,  l n  a / I  d e  gl7.1cose e t  d e  ? , 5  q / ~  

A ' a g a r - a q a r .  Ge m i l i e u  é t a i t  e n  o u t r e  a d d i t i o n n é  d e  9 A d  5 
- 7  - 5  

r a i s o n  ile 10 o u  <.IO R J / I  011 J . ~ ~ T R  :! i n - 6  M / Z  ou  e n c o r e  

S e  c h a r S o n  a c t i f  3 2 o/l ( m a k l e  T . 2 9 )  . 
T,es c i l l t u r e s  o n t  e t 6  g l . a c 0 e s  .3 ? q O  e t  Acl-aj-r91s 16 5 

p a r  j o i i r  s o ~ x i  u n e  i n t e n s i t 6  a p n r o x i m a t i v e  ?e 5no  Lnx F o u r n i e  

p a r  d e s  t - i h e s  C l u o r e s c e n t s  J e  t y n e  S!~f .vania  c r o  T , ~ I x .  



F a b l e  1.29 : I n f l u e n c e  de l a  PAP ,  4 e  1 ' 4 1 '  e t  -7.1 c h a r b o n  s u r  

l e  d 8 v e l o ~ p e m e n t  ? e  n r o t o c o r a e s  ( c v  34114) a ~ r 5 s  'O j o u r s  2 e  

c u l t i ~ r e  . 
% S : o o u r c e n t a q e  I ' e x f l a n t a t s  s u r v i v a n t s  e n  f i n  d e  c : x I t u r e .  

% F x + P l  : n o u r c e n t a q e  3 ' e x n l a n t a t s  se  J é v e l o n n a n t  u n i q u e m e n t  

e n  ? l a n t n l e s .  

F / ? l  : nombre  d e  f e u i l l e s  n a r  p l a n t 7 l l o .  

P / Q l  : ?ombre  f7e r a c i n e s  p a r  p l i n t n l o .  

P l / F x  : q o a h r e  de n l n n t a l e s  Far e x p l a n t a t .  

P r / ~ x  :  ombre fie - r o t o c o r m e s  p a r  e x q l a n t a t .  

c o n s t a t e  ous l 1 a 8 A i t i o n  d ' A T A  3 u  a i l i c i 1  $e  c u j - t i j r e  n ' a  

p a s  r T ' i n ç ? u e n c e  çilr la ~ i 5 o f o r m a t i o n  d e s  , n r o t o c o r m e s  p i  sitr l a  

? i + F d r e n c i a t i o n  ?es n l 3 n t u l e s .  

par c e n t r e ,  l a  B A D  s t i m u l e  1.a ni?! t i p l l . c a t i o n  ? e s  ? r o t o c o r m e s  

a M I ? .  e t  r e t a r d e  n e t t e m e n t  l a  i l f Ç 4 r e n c i a c i o n  'es  p L a n t u I e s .  

P l i P x  

0,53 

0 , 5 2  

0,3P 

0,50 

0,2? 

- 5  
T,crsnile la n a D  s s t  ~ v r ; ç e n t e  ci V / l - ,  l e s  n r o t o c o r m e s  s o n t  

Je p e t i t e  t a i l l e  e t  m a l  i n f l i v i d u a l i c é s  ce s u i  les r e n Z  i m p r o p r e s  

. t o i t t e  g i ~ b c u l t u r e .  

w n J i n  l a  p r é s e n c e  de c h a r b o n  d a n s  l e  m i l i e u  ? e  c n l t i ~ r e  

s t i m u l e  l a  n é o Ç o x m a t i n n  d e s  a r o t o c o r n e s  m a i s  r e t a r ? e  l a  a i ç f é -  

r e n c i a t i o n  d e s  p l a n t u l e s .  

t o r s  d e s  c u l t u r e s  t l l t é r i e u r e s  n o u s  a v o n s  d o n c  u t i l i s é  J e s  
- 7  

m i l i e i i x  J e  c l i l t i l r e  a d q i t i o n n é ç  n e  10 ~ / l  d e  R?P. 

? r / ~ x  

1,AB 

1 ,?O 

2,23 

?,IO 

2,44 

F/?I  

1 , 5 @  

lf76 

1 , ? 5  

1,75 

1 ,  

4 FX.+PL 

59 

5 2 

3 1 

44 

3 2 

C o n d i t i o n s  

Témoin  

nr. ?o-".!/l 
c h a r b o n  2 g / l  

3 4 ~  1 ~ - ?  ~ / 1  
- 6  

54P 5 . 1 0  "/l 

W / ? l  

!),PO 

0 , 8 3  

@ , 2 5  

0,63 

O,? ?  

% $ 

8 5  

96 

8 8  

90 

R 2 



5 . 1 . 5 . 0  I n f l u e n c e  l e  l a  c o m p o s i t i o n  n i n g r a l e ,  ? e  l a  c o n c e n t r a t i o n  ......................................................... 
en AMA ------ e t  $es composGs o r a a n i q u e s  ............................ s s u r  l a  -------- 
m u l t i o l i c a t i o n  fies p r o t o c o r m e s .  

ries p r o t o c o r m e s  n é o f o r m é s  ( c v  2 4 1 2 1 )  o n t  é tct  r e ~ i a u g s  s n r  
- 7 

1-e m i l i e u  d é c r i t  p r 5 c é d e m m e n t ,  a d d i t i o n n é  d e  10 Y/l. d e  39P 

e t  d e  2 7 6  ma/l d e  ~ F o s p 3 a t e  a o n o s o d i q n e  e t  e n  a u q m e n t a n t  13  

c o n c e n t r a t i o n  e n  p h o s - h a t e  m o n o ~ o t a s s i q u e  ?e 2 5 0  3. 4 1 5  mg/l. 

.?Au m i l i e u  a  é q a l ~ m o n t  é t é  a d P i t i o n n é  t r o i s  ? o s e s  d i f f 6 r e n t e s  
- 7 

n t R " n  : IQ-', 10 e t  ~ / 1 .  

- 7 
L ' a c i d e  n a p h t v l a c c t t i a a e  a s s o c i 6  5 10 M/L fie 3AP, f a v o r i s e  

3 . 9  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  ~ l a n t u l e s ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i a a l e  - 7 
e n  ANA é t a n t  ? e  l n  w / l .  ' f ia is  o n  c o n s t a t e  é g a l e m e n t  u n e  d i m i n u -  

t i o n  flu nombre  d e  p r o t o c o r m e s  n é o f o r m é s  p a r  e x v l a n t a t  quan?. l a  

c o n c e n t r a t i o n  e n  A??\ a u q m e n t e  ( m a b l e  T - 7 0  1 . 

Table 1.30 : I n f l u e n c e  4e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  Pb?.a. s i ~ r  l e  nombre  

+e n l a n t u l e s  e t  d e  n r o t o c n r - n e s  f o r m 6 s  p a r  e x p l a n t a t  a n r è s  70 - 7 
j o u r s  de  c u l t a r e  e n  n r é s e n c e  cqe 10 '.7/3 c?e Rqo. 

'Toiis a v o n s  a i ~ s ç i  revar -116  qiie ?-es  p r o t o c o r n e s  cu! .%iv6s s u r  

l e  m i l i e u  mod.if?té s o n t  d.e t a i l l e  o l u s  p q t i t e  m a i s  s u r t o u t  l e u r  

c o l o r a t i o n  e s t  n e t t e m e n t  d i f f é r e n t e ,  i l s  s o n t  d ' u n  v e r t  s o m b r e ,  

c e  q u i  p o v r r a i t  ê t r e  o r o v o q i t é  D a r  l ' a i l g m e n t a t i o n  r?e l a  c o n c e n -  

t r a t i o n  e n  p h o s p h o r e  5 u  m i l i e u  35 c q ~ l t n r e .  

r ,es    roto cor mes n é o + o r r i é s  s u r  l e  m i l i e u  7récé . l t .n t .  

d é - u n i  3 ' 4 ~ ~ ~  o n t  é t é  i s o l A s  e t  r o p i q i r 6 s  s i r r  3 i Y Ç é r e n t s  m i l i e u x  

r n i n 6 r s u x  a d d i t i o n n é s  d e s  nemes  c o m ~ o s a n t s  o r q a n i u ~ l e s  e t  d e  

l f 7  u l l  d e  s9P ( T a b l e  1.31). 



T a b l e  1 . 3 1  : T n f l u e n c e  d e  l a  c o r n - o s i t i o n  ~ i n é r a l e  du m i l - i e u  de  

c u l t i ~ r e  siit l e  nombre de ~ l a n t u l e s  e t  d e  p r o t o c o r m e s  néo'orniés 

p a r  e x p l a n t n t  a p r è s  30 j o u r s  de  c u l t u r e .  

C o a n o ç a n t s  m g I l  

C a ( ' T 0 3 ) 2  4n n 
? 

(vn4)  ,cnd 

IF > O &  
2 

K " 0 0 ~  
2 

V U S \ ~ ~  7U,(! 
4 

y.19 QC\ u n 
2 4 2 

R P 9  
3  

R é s u l t a t s  

% S u r v i v a n t s  

s l a n t t i l e  / e x p l - a n t .  

p r o t o c o r ~ e  / e x n l a n t ,  

on conc:tat-e 9 n r S s  30 ioiir.: d e  c u l t u r e  9 u e  a t l e t  q u e  s o i t  

l e  m i l i e u  ~ i n 6 r a t  u t i l i s é ,  l e  t a u x  d e  ~ u l t i 9 l i c a t i o n  e t  l e  p o u r -  

c e n t a g e  A ' e x n l - a n t a t s  s u r v i v a n t s  s o n t  ?eu- i m n o r t a n t s  rri8-e q u a n d  

l e s  p r o t o c o r m e s  s o n +  c u l t f v b s  s u r  l e  ~ i l i e u  d e  h a s e  ?on a o d i E i é .  

*>Tous a v o n s  Gqa lement  c o n s t a t é  q u e  l e s  s u h c u l t u r e s  ? e  p r o t o c o r m e s  

i s s u s  d e s  ~ i l i e u y  R e t  S I  s71r l e  m i l i e u  de  b a s e  n ' o n t  ?.on76 a u c u n  

r S s u l t a t .  

tes p r o t o c o r m e s  d u  m i l i e n  ri o n t  k t é  i s o l é s  e t  r e p i q u é s  
- 7  

s u r  l e  m i l i e u  ? a 3 c ? i t i o n n 4  d e  10  v / l  de '3qs e t  de  I O 0 0  3-/1 

d ' h y d r o l v s a t  de  c a s s i n e  o u  d e  500 m ~ / l  d e  t r y F t o n r  e t  5 0 0  ~ q / l  

d e  p e p t o n e  ( T a b l e  T. 3 2 )  . 

L e  ~ é l a n q e  Pe  p e p t o n e  e t  d e  t r y n t o n e  dans 1-e m i l i e u  de  

c u l t u r e  e s t  o r e f e r a b l e  5 l l u t i ? - i s a t i o n  d e  l ' h v ~ r o l y s a t  ?le c a s 4 i n e .  

T o u t e f o i s ,  l e  3 O  r e p i q u a g e  fîu c l ô n e  2 4 1 2 1  c o n f i r ~ e  1s d i ~ i n u t i o n  

d e s  c a p a c i t e s  Je n&oÇorma+ion  e t  d e  l a  v i t e s s e  d e  f l i Ç f G r e n c i a t i o ?  

d e s  p l  a n t i i ? - s u .  

I i T i  l i e u x  rte c u l t u r e  

P 

000 

3 0 0  

? 5 0  

2 1 2  

350 

O 

0 

5 4 

0 , 3 1  

1,00 

n 

40n  

300  

r i a  

2 1 2  

2 5 0  

O 

r) 

7  1 

0 , l B  

1 , 2 9  

9 

d o P  

3 0 0  

4 l P  

3 1 %  

2 5 9  

3.76 

O 

38 

0,C)O 

1 , 7 8  

c 

400 

1 c o  

,419 

2 1 3  

?51! 

2 7 6  

0 

46  

9 , 0 0  

1 , 2 7  

T 

3 6 n  

5 n ~  

2 5 0  

n 
2 5 0  

O 

550 

7  9 

O ,  2 1 

1 , 1 6  
1 



m a S l e  1 . 3 2  : I n f l - u e n c e  d e  l ' a d d i t i o n  d e  comnoçés  o r q a n i q i x e s  

c o m p t e x e s  ('3r : h y r l r o l y s a t  d e  c a ç é i n e ;  + : n 6 l a n - e  fie o e p t o n e  

e t  2e t r y p t o n a )  silr l e  nombre de p l a n t u l e s  e t  fie p r o t o c o r m e s  n e o f o r -  

m k s  p a r  e x p l a n t a t  e t  s u r  l e  y o u r c e ? + a n e  4 ' e x ~ l a n t a t s  s u r v i v a n t s  

a p r g q  ? Q  o u  6 0  j o u r s  ,Te c u l t i ~ r o .  

n l a n t u l e ç  / e x p l a n t .  

l r o t o c o r m e s  / e x p l a n t .  

4 d e  s u r v i v a n t s  

T , ' u t i - l i s a t j - o n  de  n i l i e n x  Ao c n l t i r r e  à c o n c e n t r a t i o n  

Q l e v é e  e n  n h o s p h a t e s ,  - r o v o q u e  un r a l e n t i s s e m e n t  i a p o r t a n f  a e  

l a  c r o i ç s a n c e  P e s  ~ r o + o c o r m e s  de ? l ? a l _ a ~ n o p s i s  q i ~ i  ne  s ' e x p r i m e  

q u e  l o r s  ? e s  r e p i q u a g e s  - ~ l . t é r i e u r ? .  T t '  i n h i b i t i o n  - a r t !  e l l e  Z e  

l a  c r o i s s a n c e  n e  p e a t  d ' a i l l e u r s  ? l u s  ê t r e  l e v é e  p l r  l a  s u i t e  

n ~ x r é e  3e c u l t u r e  

30 J 1 5 0  J 

e n  m o s i f i a n t  l a  c o m p o s i t i o r i  m i n 6 r a l e  411 nif?. ieu t'le c u l t u r e  e t  

l ' o n  a s s i s t e  i u n e d é r r é n é r e s c e n c e  p r o a r s s s i v e  -317 c l ô n e  a v e c  1.e 
7 - 

t e m p s .  T~es effets d e s  c o ~ c e n t r a t i o n s  i l - e v e e ç  e n  D O -  siir l e s  
4 

p r o t o c o r m e ç  s o n t  s i m i l a i r e s  .? c e u x  o ~ s e r v é s  s u r  l e s  c u l t u r e s  

d e  f r a q m e n t s  C!e t i o e  e t  $ e  h o n r q e o n s .  

5 . 3  C l i l t u r e  5e  ~ l a n t ~ . i ? - e s  d e  s e m i s  s u  s t a 2 e  2 f e u i l l e s .  .................................................. 

" + T  

1 , 4 5  

3,59 

5n 

Y? 

0 , 1 4  

C,96 

3 3 

- 
Fn é t u d i a n t  l ' i n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  " O 3 ,  P ,  

Y ,  TI3 e t  Ca d e s  m i l i e u x  de  c u l t u r e  s u r  l e  h o u r n e o n n e m e n t  i e  

f r a ~ m e n t s  d e  t i g e ,  n o u s  a v i o n s  r é a l i s 6  d e u ~  c u l t n r e s  s u c c e s -  

s i v e s  S a n s  l e s  nêmes  c o n d i t i o n s .   ors 411 n r e m i e r  p a s s a q e ,  ? e  

j e l i n e s  p l a n t u l e s  a u  s t a d e  d e u x  f e l z i l l e s  (cyr ? 3 7 2 1 )  a v a i e n t  é t é  

r e o i q u e e s .  

O r  n o u s  a v o n s  re rna rqné  p e n d a n t  c e  n r o a i e r  n a s s a a e  l a  

n 6 o f o r m a t i o n  de  P r o t o c o r n e s  s71r l e s  F e i i i L l e s  (n40+0 T . 1 3 ) .  

L ' a n o a r i t i o n  8 e s  ? r o + @ c o r m e s  e s t  t o u i o u r s  a c c o s y a q n ê e  

n a r  l a  q o r t  d e s  ~ l a n t u l e s ,  e l t e  e s t  e q a l e m e n t  l i h e  aux  

c o n d i t i o n s  d e  c r o i - s s a n c e  e t  l e  h o u r g e o n n e n e n t  l i m i t e s  e t  à 

1 ' o S s e r v a t i o n  d ' u n  t a u x  d e  m o r t a l i t é  i n p o r t a n t  ( T a b l e  I . ? ? ) .  

" + T  

D I 5 0  

1  I 79 

5 7 

'7 

1,?2 

0 , 3 3  

14 



- 
T a b l e  T . 3 3  : T n F l u e n c e  d e  13 c o n c e n t r a t i o n  e n  \'O P ,  Y, V g  e t  

3 ' 
Pa s u r  l e  p o u r c e n t a q e  d e  p l a n t u l e s  p r é s e n t a n t  8 . e ~  p r o t o c o r m e s  

-6  
siIr l e s  F e u i l l e s  a p r è s  75  j o u r s  d e  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  d e  5 . 1 0  

w / 1  de  SAP. 

b 

Mous n ' a v o n s  p a s  r o u s s i  4 é t a h l i r  d e  c u l t u r e s  d e  c e s  

s r o t o c o r m e s .  

o u e l s  q u e  s o i e n t  l e  s e n s  d e  r e p i q l ~ n q e ,  l a  p r o v e n a n c e  a u  

F r a g m e n t  d e  F e i i i l l e  ( - a r t i e  a n i c a l e ,  m é d i a n e  o i ~  h a s a l e )  e t  l e s  

, - o n c e n t r a t i o n s  e n  aux in^ o u  e n  c y t o k i n i n e  du a i l i e u  2e c i i l t u r e ,  

n o u s  n  ' a v o n s  o h s e r v e  a u c n n  3 6 v e l o n n e m e n  t .  7 . e ~  e x n l a n t a t s  

s u r v i v e n t  p l u s i e u r s  m o i s  e n  c u l t n r e  p u i s  j a u n i s s e n t  e t  m e u r e n t .  

hTous a v o n s  é q a l e m e n t  r e p r o f i n j t  l e s  e x p g r i e n c o s  8 e  ?IPPFR e t  

7XM!4FR ( 1 9 7 6 )  e t  7IYMFR e t  D T X P F R  ( 1 3 7 7 ,  1 9 7 P ,  1 9 7 9 )  m a i s  s a n s  

s v c c é s .  

c o n c e n t r a t i o n  
mM / l  

0 , i o  

O ,  25 

O ,  50 

1,OO 

2 , 5 0  

5,OO 

1 O 

2 0  

b . 4  C u l t u r e  de  r a c i n e s .  ------------------- 
S e u l s  l e s  e x p l a n t a t s  m u n i s  ? ' u n  m é r i s t 6 m e  s e  d é v e l o p ~ e n t  

q u e l q u e s  t e m p s  f i ans  l e  m i l i e u  àe c u l t u r e .  Le f r a q m e n t  d e  r a c i n e  

c o n t i n u e  s a  c r o i s s a n c e  p u i s  s ' a r r è t e  e t  m e u r t .  e x p l a n t a t s  

d é m u n i s  de m é r i ç t 5 m ~ s  n e  m o n t r e n t  a u c u n  s i g n e  de d é v e l o p o e m e n t .  

u i é r n e n t  v a r i a n t  
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Des m é r i s t S m e s  a x i l l a i r e s  e t  d e s  a n e x  fie t i g e  o n t  é t é  

p r é l e v é s  siir d e s  p l - n t u l e s  ?.e d i v e r s e s  o r i - i n e s :  d e s  p l a n t u l e s  
- 6  

c u l t i v é e s  i n  v i t r o  e ~  p r g s e n c e  d e  5 . 1 0  v / l  #de RPP o u  e n  

a h s e n c e  d e  r g g u l a t e u r ç  d e  c r o i s s a n c e  o u  d e s  p l a n t i i l e s  c u l t i v é e s  

e n  s e r r e ,  a g é e s  d ' u n  a n  e t  d e m i .  

TJes e x p l a n t a t s  o n t  é t é  r e ~ i q u é s  e n  t u h e s  c o n t e n a n t  1 8  m l  

de  m i l i e u  d e  c u l t u r e  l i q u i F e  composé  d e s  m a c r o 4 1 6 m e n t s  d e  

FOnTnT~SqrCIT ( 1972 a )  , d e s  m i c r o é l é m e n t s  "e  T,rSCUPa ( 1 9 6 9 )  , d u  

F e r  s e l o n  M n R A S H I G P  e t  SVOOG d i L i l é  a u  q u a r t ,  d e s  v i t a m i n e s  d e  

Pnrs ( 1 9 7 4  a ) ,  d e  5 0 0  m q / l  J e  t r y p t o n e  e t  d e  500  m g / l  ? e  

n e p t o n e  e t  a d f f i t i o n n é s  d e  d i f c 6 r e n t e s  d o s e s  d e  s a c c h a r o s e  
-6  -6  

( 5 ,  10, 20 e t  30 g/l.), d e  3 3 ~  ( 1 0  o t  5 . 1 C  ? 4 / 1 )  , d'FG 
-6 3 

5 .  O l e t  ï l l A * i A  (li)-', IO-' e t  5 . 1 0  ? 4 / 1 ) .  Les t i l h e s  i e  

c u t t i i r e  o n t  é t é  c l a c b ç  siir un a g i t a t . e n r  r o t a t i f  OII e n  p o s i t i o n  

s t a t i q u e  e n  - i + c e  c l i m a t i s é e  d o n t  la t e ~ p é r a t u r e  e s t  m a i n t e n u e  

5. 21° e t  é c l a i r t 5 s  p a r  d e s  t u h e s  I n m i n e s c e n t s  1 2  h p a r  j o u r  e n  

p l u s  ?e I ' a s p o r t  ? e  l u m i è r e  au j o u r .  

m r o i s  e n s e m b l e s  de r a c + e u r s  i n f l u e n c e n t  t a  ? u r é e  J P  

s11rvj.e 3 e s  e r p l a n t a t s  : 1 ' o r i q i n e  d e s  ~ l a n t i i l  es, l e s  c o n d i t i o n s  

Je c u l t i i r e  o t  l a  n o s i t i o n  ?es n 6 r i s t a m e s  S I I Y  l a  t i q e  I m a h l e  

1.34). 

- Les r n é r i s t 8 m e s  n r 0 3 e v 6 s  çi i r  d e s  p ! a n + i i I e s  n r R a l a b l . e r n e n t  
-6 

c i : l t i a é e s  in v i t r o  e n  3 r G s e n c e  ? e  5 . 1 0  M / l  d e  3np 

m z u r e n t  r a q i S e m e n t  e t  i f  e n  est ?e même . e s  a 6 r i s t è m e s  

i ri levés s u r  " q s  p l a n t e s  s e r r e .  

- i ' a q i t a t i o r i  a u  m i l i e a  f a v o r i s e  I n  s i i r v i e  f ias m E r i s t è m e s  

e t  l?  c o n c e n t r a t i o n  o n t i n a l e  on q a ~ r ~ a r o s e  e s t  c o m ? r i s e  

e g t r e  !n e t  n / i .  

- L e s  a?ax (le C i r r e  et Xe? a f i r i s + C m e s  < ? . ~ j - i l a i r e s  s i t u e s  1- 

n l i ~ s  ba s  silr la t i u e  o n t  m o n t r é  d e s  s i c r n e s  J e  d 5 v e l o p ? o -  

~ e n t  a l o r s  q n e  l e s  m 6 r i ç t + ~ e s  a x i l l a i r e s  s i i p 6 r i e u r s  

m e u r e n t  r a l i f l o n e n t .  



p o s i t i o n  ( T  : m A r i s t h e  a x i 1 t a . i - y n  i n f 6 r i n u r ,  Y : m B a i a q ,  S : 

s i x p A r i s - l r ,  9." : a n e x  d e  t i q e )  et -7es c o n d i t i o n s  d e  c u l - t ~ r e  

silr l e  nombre  4 ' o x p l a n t a t s  s t i r ~ ~ i v a n t ç  a p r a s  j o u r s  ae  c u l t i l r e .  

Or. : o r i c r i n e ;  T . V .  : ~ l a n t u l s s  c ~ i l t i v é a s  i n  v i t r o ;  S : p l a n t u l e s  
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37 : n o n h r e  a l e x p l a n t a t s  p a r  c a t é g o r i e  6 e  m é r i s t S m e s .  
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Dans Les limites de nos observat~ons qui ont eu lieu 

aprss R O  jours de culture, les apex de tFre se sont dévelo?-és 

en pousses Eeuill6es alors que les nérist2*-c a - * < i l . ? i r n e  

développent en masses globuleuses indifférenci4es qui au moment 

de nos observations ne montraient aucun signe de formation de 

protocormes, ni 3e différenciation de plantules. 



a )  O b t e r i t i o n  d e s  p l a n t u l e s  p r i m a i r e s .  
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . a . . . . . . . . . . . . . .  

a . 1  M a t é r i e l  e t  m é t h o d e s .  ..................... 
a . l . 1  O r i g i n e  d u  m a t é r i e l  v é g é t a l .  ...................... ----- 

L e s  hampes f l o r a l e s  d e  P h a l a e n o p s i s  d e s  v a r i é t é s  s u i v a n t e s  : 

C a b r i 1 1 0  S t a r  C a p i t o l a  J e r r y  Van d e  n e q h e  Po 2291 Y 6 2 5  

Cinnamon Candy Redfan  

P e t i t  P r i n c e  2 4 7 5  H e n r i e t t e  L e c o u = l e  2 3 3 9 2  

S c a r a m o u c h e  Q n d i n e  1792  

R a v e l  V i v a l d i  

~ a d y  Ruhy S 962 0 - a l i n e  2 4 9 0  

F r a n c i n e  J e a n n e  n ' A r c  C n u r c h e v e l  

G o l d e n  S a n d s  C a n a r y  G C A  Romance 22713  

G o l d e n  S a n d s  Miami S h o r e  G S A  C a t a r a c t e  

n o u s  o n t  é t é  a i m a b l e m e n t  f o u r n i e s  p a r  l e s  E t s  V a c h e r o t  e t  

L e c o u f l e  à B o i s s y  S t  L é g e r .  

a . l . 2  P r é o a r a t i o n  d e s  e x p l a n t a t s  e t  m i s e  e n  c u l t u r e .  .............................................. 
L e s  hampes s o n t  o r é a l a b l e m e n t  n e t t o y é e s  a v e c  un c o t o n  

i m b i b é  d ' a l c o o l  p u i s  f r a c t i o n n é e s  e n  t r o n ç o n s  ode 5 c m ,  c h a q u e  

t r o n ç o n  c o m p o r t a n t  un b o u r g e o n  l a t é r a l .  L e s  b r a c t é e s  q u i  r e -  

c o u v r e n t  l e s  b o u r g e o n s  s o n t  d é l i c a t e m e n t  a r r a c h é e s  e n  a y a n t  

s o i n  4 e  n e  p a s  b l e s s e r  l e  m é r i s t o m e  s o u s  j a c e n t .  Les  f r a g m e n t s  

d e  hampes  f l o r a l e s  s o n t  e n s u i t e  s t é r i l i s é s  p a r  t r e m p a g e  d a n s  u n e  

s o l u t i o n  d ' h y p o c h l o r i t e  d e  c a l c i u m  ( 7 0  9 /11 a d d i t i o n n é e  d e  

q u e l q u e s  g o u t t e s  d e  Tween 8 0 ,  p e n d a n t  2 0  25  mn p u i s  r i n c é e s  

3 f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e  s t é r i l e  p e n d a n t  5  mn. Les  e x t r é m i t é s  

d e s  f r a g m e n t s  b l a n c h i e s  p a r  l ' h v p o c h l o r i t e  d e  c a l c i u m  s o n t  sec- 

t i o n n é e s  e t  l e s  f r a g a e n t s  d e  hampe s o n t  r e p i q u é s  v e r t i c a l e m e n t  

e n  m i l i e u  de  c u l t u r e  g é l o s é  3e t e l l e  s o r t e  q u e  1.e b o u r g e o n  

l a t é r a l  s o i t  l é g è r e m e n t  a u  d e s s u s  d e  l a  s u r f a c e  t?u m i l i e u  d e  

c u l t u r e .  Vous a v o n s  é g a l e m e n t  repiqua fie? h o i ~ r n e a n s  C c - 1 6 s .  

Dans c e  c a s ,  l e s  b o u r g e o n s  s o n t  e x c i s t $ s  à l ' a i d e  d ' u n  s c a l p e l  

à lame f i n e  e n  e f f e c t u a n t  u n e  i n c i s i o n  c o n i q u e .  



Les  h o u r q e o n s  e x c i s & s  s o n t  r e p i q u é s  à p l a t ,  l a  s n r f a c e  d e  

s e c t i o n  é t a n t  e n  r o n + a c t  a v e c  l e  m i l i e u  fie c1xl.ture. 

L e s  e x p l a n t a t s  s o n t  c u l t i v e s  s u r  un  m i l i e u  g 6 l o s é  

c o n t e n a n t  l a  s o l u t i o n  m i n é r a l e  p r é c o n i s 4 e  p a r  FOU?TFSPFCS ( 1 9 7 2  a), 

l e s  v i t a m i n e s  du même a u t e u r ,  100 m g / l  d ' i n o s i t o l ,  2 g / l  d ' h y d r o -  

l y s a t  d e  c a s e i n e ,  2 mg11 de g l y c o c o l l e ,  ? O  g / l  de  s a c c h a r o s e  

e t  2 m g / l  ?e S A P .  Les  c u l t u r e s  s o n t  é c l a i r 6 e s  12 h p a r  j o u r  e t  

m a i n t e n u e s  à 2 S 0 .  

Le t y p e  de  d é v e l o p p e m e n t  o b s e r v é  d é n e n f ?  a e  l ' e x p l a n t a t  

u t i l i s é  ( T a b l e  1 . 3 5 ) .  

2 u a n d  l ' e x p l a n t a t  e s t  un F r a g m e n t  fie hzmpe f l o r a l e ,  on  

p e u t  o b s e r v e r  un d e s  t r o i s  phGnomënes s u i v a n t s  : 

- l e  b o u r g e o n  l a t o r a l  s e  d é v e l o p p e  e n  f o r m a n t  u n e  p o u s s e  

F e u i l l é e  ( d é v e l o p p e m e n t  v 6 g é t a t i . f )  ( F i g  .l . d B  T )  ; 

- l e  b o u r g e o n  l a t é r a l  s e  d 6 v e l o n p e  e n  f o r m a n t  u n e  n o u v e l l e  

i n f  1 - o r e s c e n c e  ( d é v e l o o p e r n e n t  r e p r o 4 1 1 c t i f )  ( F i g .  1 . 4 8  S )  ; 

- l e  b o u r g e o n  d e m e u r e  i n h i b é  p u i s  m e u r t  (Fiq. 1 . 4 9  A ) .  

( P h o t o s  1 . 1 3  e t  1.14). 

5 u a n d  l ' e x p l a n t a t  e s t  un b o u r g e o n  e x c i s é , n o u s  n ' o b s e r v o n s  

p a s  d e  d é v e l o p p e m e n t  d e  t y - e  r e p r o d u c t i f .  

?Tous a v o n s  é g a l e m e n t  u t i l i s P  coame e x p l a n t a t ,  d e s  F r a g m e n t s  

d e  n o u v e l l e s  i n f l o r e s c e n c e s  f o r m 5 e s  i n  v i t r o ,  d a n s  c e  c a s ,  n o u s  

n ' o b s e r v o n s  p a s  n o n  p l u s  d e  d é v e l o - p e m e n t  r e p r o d u c t i f ,  m a i s  l e  

nombre d e  b o u r g e o n s  q u i  d e ~ e u r e n t  i n h i b é s  e s t  p l u s  i m p o r t a n t .  

b )  M u L t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e  des p l a n t u l e s  i s s u e s  d e  c u l t u r e s  .......................................................... 
de b o u r g e o n s  l a t é r a u x  d e  h a a p e s  f l o r a l e s .  ......................................... 

A p r ë ç  3 à 5  m o i s  d e  c u l t u r e ,  l e s  p o u s s e s  f e u i l l 6 e s  s o n t  

s é s a r é e s  d e s  f r a g m e n t s  ?e hampe i n i t i a u x  e t  o n t  é t é  r e p i q u e e s  

e n  f l a c o n s  d e  250 m l  c o n t e n a n t  60 m l  4 e  m i l i e i l  g 5 t o s é  compre-  

n a n t  l e s  é i e m e n t s  m i n é r a u x ,  l e s  v i t a m i n e s  e t  l e s  a d ? ? i t i f ç  d e  



T a b l e  t . 3 5  : I n f l n e n c e  d u  t y p e  d e  l ' e x p l a n t a t  s u r  l e  4 ê v e l o p ~ o -  

ment de b o u r g e o n s  l a t é r a s x  d e  hampes f f o r a l e ç  ?e P h a l a e n o n s i s .  

F i g .  1 . 4 8  : D i f f é r e n t s  modes de  ?éve lopqemen t  d e s  f r a g m e n t s  de  

hamges f l o r a l e s  e t  d o s  bon rgeons  l a t é r a u x  e x c i s é s  e n  c u l t u r e  

i n  v i t r o ,  4 : h o i i r n ~ o r i  A o r r n a n t ,  ? : JA~rqf . r )~n-r r ler \% r e n l ~ o ? r ~ c t i ~ ,  

T : a + r e l ~ p ? e a e n +  v A ~ d t n t F ' .  

b 

C 

F x o l a n t a t  

Fragment  de hampe f l o r a l o  

Pragment  d ' i n f l o r e s c e n c e  
form6e i n  v i t r o  

Bourgeon e x c i s é  

?!ode de +éve loppernent  

v é g é t a t i f  

3 8 , G  4 

7 S t 7  4 

6 2 , 4  % 

r e o r o d u c t i f  

5 2 , 3  % 

O,!l % 

@ , O  % 

dorman t  

9,1 % 

23,3 â 

37,5 4 



F O N N F S S T C ?  ( 1 9 7 2  a e t  b )  , 20 q / 1  d e  s a c c i a r o s e ,  5 . 1 0 - ~  ~ / 1  d e  

BRP e t  10" N / l  d ' A I R ,  à r a i s o n  S e  5  e x p l a n t a t s  p a r  f l a c o n .  

C e t t e  p r e m i è r e  c u l t u r e  p o u r  t e n t e r  d e  n u l t i - l i e r  l e s  

p l a n t u l e s  v é q é t a t i v e s  s ' e s t  r a p i d e m e n t  s o l d é e  p a r  un é c h e c .  Yn 

e f f e t  n o u s  a v o n s  c o n s t a t s  un n o i r c i s s e m e n t  ext r5memement  r a p i d e  

e t  i m p o r t a n t  d e s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e ,  d u  a u  r e l a r q a g e  d e  p o l y -  

p h é n o l s  p a r  l e s  p o u s s e s  f e u i l l é e s ,  a c c o 3 p a g n é  d ' u n  d é b u t  2 e  

n é c r o s e s .  

A p r è s  3 s e n a i n e s ,  n o u s  a v o n s  d o n c  t r a n s f é r é  l e s  p o i i s s e s  

f e u i l l é e s  s u r  l e  m ê m e  m i l i e u  d é p o u r v u  d e  54P e t  a d d i t i o n n é  d e  

2 g / l  d e  c h a r b o n  p u l v é r u l e n t ,  T a n s  l e  but d e  r é d u i r e  l e s  p o l v -  

p h é n o l s .  A p r è s  a v o i r  é t é  m a i n t e n u e s  d e u x  mois  s u r  c e  m i l i e u ,  

l e s  p o u s s e s  f e u i l l é e s  o n t  é t é  p r é l e v é e s  a s e p t i q u e m e n t ,  l e s  

f e u i l l e s  e x t e r n e s  o n t  é t é  é l i m i n 6 e s  a f i n  4 e  n e  l a i s s e r  q u e  l e s  

deux  f e u i l l e s  t e r m i n a l e s  e t  l e s  e x p l a n t a t s  o n t  é t é  r e p i q u é s  e n  

t u b e s  c o n t e n a n t  1 A  m l  d e  r n i l i e i i  q é l o s 6  c o m p r e n a n t  ].es a a c r o -  

é l é m e n t s  de  FOFTV'7SSTCH ( 1 9 7 2  a ) ,  l e s  m i c r o é l é m e n t s  d e  LESCTl4E 

( 1 9 6 9 1 ,  l e  f e r  d e  MTTRASVIGE e t  SS9OG ( 1 9 6 2 )  d i l u é  a u  q u a r t ,  

l e s  v i t a m i n e s  4 e  KOC9 ( 1 9 7 4  a ) ,  50 m g / l  d . ' i n o s i t o l ,  20 mg/ l  

d ' a d é n i n e ,  2  m g / l  d e  g l y c o c o l l e ,  500  m g / l  d e  p e p t o n e ,  500 m g / l  
-6  d e  t r y p t o n e ,  10 g / l  d e  g l u c o s e ,  5 c r / l  Ae s a c c h a r o s e ,  5 .10  

- 8  
K / 1  d e  3AP e t  10  V / l  i i ' ~ I % .  

L o r s  de  c e t t e  s e c o n d e  c i i l t u x e  e n  p r é s e n c e  d e  9 A P ,  n o u s  

a v o n s  c o n s t a t é  u n  a o i n d r e  n o i r c i s s e m b n t  311 m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  

p e u t  S t r e  du à l a  c i c a t r i s a t i o n  d e s  b l e s s u r e s  p r o v o q u é e s  l o r s  

$ e  l ' i l i a i n a t i o n  ??es  f r a g m e n t s  $e  hampes  f l o r a l e s  e t  n o u s  n ' a v o n s  

p a s  o b s e r v é  de  n g c r o s e s .  75 j o u r s  a p r A s  le r e o i q u a g e ,  n o u s  a v o n s  

5énombré  l e s  o r g a n e s  p r é s e n t s  p a r  e x p l a n t a t  ( ~ a 5 1 e  1.36) . 

Dans l ' e n ç e m b l e ,  l e  n o a 5 r e  d e  b o n r g e o n s  Forxnes p a r  p l a n t u l o  

mBro e s t  r e l a t i v e m e n t  f a i b l e  n ia is  on c o n s t a t e  d e  tr-;s F o r t r ? s  

d i  c ~ 6 r e n ~ e s  J e  c 0 n T ) o r t e m e n t  d e s  ~ x n l a r 1 C z i t s  s o l o n  1 e cil1 Yi - 7 8 ~ .  

mol:teGoi.;, j-1- f 7 1 1 %  s o i i l i g n e r  l ' a o p s r i - % i o n  ~ J F ?  h o l ~ x q e ~ n s  

e n  nombre 5 l e v 6  c h e z  l e s  c i r l t i v a r s  7 2 8 7 2  e V  C a t a r a c t e  e t  s u r t o u t  

la n é o f o r m a t i o n  fie p r o t o c o r m e s  s u r  d e u x  $ e s  t r o i s  e x - l a n t a t s  



du c n l t i v a r  G o l S e n  S a n d s  c a n a r y ,  - X a n t e  t . r e s  i n t é r e s s a n t e  

c o m m e r c i a l e m e n t  p i i i s a a ' i l  s ' a g i t  d ' u n  c u ! , t i v a r  fie P h a l a e n o p s i s  

3 f l e u r s  j a u n e s .  

T a b l e  1 . 7 6  : Yombre de f e u i l l e s ,  d e  r a c i n e s  e t  d e  b o u r g e o n s  

p a r  ~ o u s s e s  f e u i l l e e s  i e  i ? i f = é r e n t s  c u l t i v a r s  a p r è s  7 5  j o u r s  

de c u l t u r e  e n  p r 6 s e n c e  ? e  3 A P .  

C u l t i v a r s  

C a 3 r i l l o  S t a r  C a p i t o l a  

Cinnamon Candy 

P e t i t  P r i n c e  

2 3 0 9 7  

S c a r a m o u c h e  

S a v e l  

2 2 5 2 2  

Q e d f a n  

C o u r c h e v e l  

G o l a e n  S a n d s  C a n a r y  G r A  

Lady Ruhy 

J e r r y  Van d e  Weghe 

V i v a l d i  

C a t l r a c t e  

F r a n c i n e  J e a n n e  d ' 3 r c  

OnSine  

O p a l i n e  

Romance 

Mais  p a r  s u i t e  d ' u n  i n c i ? e n t  t e c h n i q u e  q u i  n o u s  a f a i t  

p e r d r e  l a  t o t a l i t 5  d e s  c u l t i v a r s ,  n o u s  n ' a v o n s  pu p o u r s u i v r e  

l e  c y c l e  d e  n u l t i p l i c a t i o n  p a r  c u l t u r e  d e  b o u r g e o n s .  

Mombre 8' 
e x p l a n t a t s  

A 9  

1 5  

1 0  

5 

4 

4  

d 

4 

4 

3 

2  

2  

3 

? 

1 

1 

1  

1 

Monbre de 
r a c i n e s  

0 , 1 8  

O ,  00 

O ,  PO 

0,OO 

0 , 2 5  

0 ,30  

0 , 0 6  

0 , 2 5  

0 , 2 5  

D , O O  

0  ,O0 

0 , 5 0  

0,3C? 

@,On 

C , O O  

0,OO 

0,OO 

0,OC 

Wombre d e  
f e u i l l e s  

1 ,49  

l,46 

1,70 

1,GO 

2,751 

2 , 2 5  

2 ,O0 

1 ,75  

1,50 

1 ,33 

S,O0 

1,SO 

1  , C O  

0,r)O 

~ , 0 0  CI 

1 ,O0 

2,OO 

3,OO 

Plombre d 
b o u r g e o n  

0,35 

0 , 7 3  

0 , 4 0  

0 ,60  

0 ,50  

O , S C  

2 ,25  

1 ,00 

O ,O0 

4,CO 

1 , 0 0  

0 , 0 0  

1 ,O0 

4,OO 

0,OO 

0,OO 

9,OO 

0,OO 



II) --;g4TLP&gC-~;C~-~gG~T&T&y~-c~-p&pg;g~f~~&g-2 

c )  Provenance du 3 a t E r i e l  vCgCtu1. ............................... 
Let p l a n t e s  s u r  l e s q u e l l e s  ncus svons t r a v â i l l é  ncus cct 

3t-C f o u r i ? i a ~  2 a r  l e s  Zts Vach-rot et L ~ c c u f l a  5 Loizsy S t  L E T E K .  

I l  s ' a g i t  cle y l a n t u l é ç  ce ccr-.ic ; . ~ F e s  5- 11 r.cic cnl t ivr l ' cs  asSc-- 

t i u l ; e % - ~ n t  ;;Ur i;rr -3i l i t .u ryntl::ticiuê- i n c c n ~ u  f e  nous et ~ S S U S  LEE 

c r c i s e a e n t ç  s u i v e n t s :  

36192 (P. C,oultenianuv. ?..lb-~i. S P. :laudiae rr. .agriific~r~) 
= P . cv Ony:~ 

36134 O. cv '"rval P. cv Eancl-cry 

3 6 2 1 9  P. CI-mherlainianum X P.  cv Gitana 

3f5339 P.  cv F o r t  Laramie X T. cv E s m c ' r  

Les p l a n t e s  i s s u e s  du c ro içe2ent  2 6 1 9 2  s e n t  2 f e u i l l a c e  

t e s s e l l é  ( f e u i l l e s  à damiers b l anc  e t  v e r t )  a l o r s  que l e s  

p l a n t e s  i s s n e s  d e s  c r c i s e r e n t s  361C4, 3 6 2 4 3  e t  ?C?39 s c n t  2 

f e u i l l a ç e  v e r t  un i .  

Ees prElBve:ner,ts C e  z E r i s t 2 ~ e s  o n t  Eqalement Cté  rCa1isCes 

s u r  dzs  7 l â n t e s  c u l t i v e e s  en s e r r e  i s s u e s  des c r o i s e ~ e n t r  

su ivan ts :  

- ?. cv P a l e s t r i n a  X F. cv Xzr t in ique  ( f e u i l l a g e  v e r t  ü r i )  

- P .  cv ".b..e X a r t i n e t  X P. cv >!ne F a r t i n e t  ( f e u i l l a g e  t e s s e l l C )  

b) Mise en c u l t u r e .  ................ 
b.1 Cu l tu re  - _ - - - _  d ' e x p l a n t a t s  - - - -  pgéleyés  s u r  ~ l a n t u l e s  gsgptigugs- - 

au s t a d e  4 f e u i l l e s .  - - - - - - - - - -  
La technique  que nous avons précedemrnent d é c r i t e  pour le  

Phalaenopsis  e s t  également appl iquée  aux p l a n t u l e s  de Paphiopedilum. 



Les f e u i l l e s  ex te rnes  à l ' except ion  des  deux f e u i l l e s  supér i eu res  

son t  arrachées pour me t t r e  à nu l e s  méristèmes a x i l l a i r e s .  L e s  

r a c i n e s  son t  sec t ionnées  au p lus  c o u r t  a i n s i  que l e s  deux f e u i l l e s  

terminales  un demi cent imètre  au dessus du méristème te rminal .  

Les e x p l a n t a t s  a i n s i  préparés  son t  repiqués ver t ica lement ,  

l a  base légèrement enfoncée dans l e  m i l i e u  gélosé.  Les explan- 

t a t s  sont c u l t i v é s  en  tubes  de 160 x 22 mm contenant 18 m l  de  

mi l ieu  de c u l t u r e ,  ob tu rés  au coton hydrophile e t  capuchonnés 

avec une f e u i l l e  d ' é t a i n .  

b.2 Culture  - - - -  ge-mgr&ss+eç. 

Les m é r i s t è m e s  s o n t  pré levés  s u r  des  p lan tes  au s t a d e  7-9 

f e u i l l e s ,  c u l t i v é e s  en s e r r e .  L e s  p l a n t e s  sont  dépotées e t  

soigneusement ne t toyées  à l ' e a u  courante  après  que l e s  f e u i l l e s  

a i e n t  é t é  sec t ionnées  à 1 cm de l a  t i g e .  Les p lan tes  son t  

s t é r i l i s é e s  à l ' hypoch lo r i t e  de calcium à l a  concentrat ion de  

4 0  g / l  addi t ionné de  quelques gou t t e s  de Tween 80 ou au chlorure  

mercurique à 1°/oo pendant 15 minutes. Les f e u i l l e s  sont  e n s u i t e  

arachées une à une a f i n  de dégager l e s  méristèmes a x i l l a i r e s  

m a i s  avant chaque exc i s ion ,  l a  t i g e  e s t  à nouveau s t é r i l i s é e  

pendant 10 minutes e t  r incée  t r o i s  f o i s  à l ' e a u  d i s t i l l é e  

pendant 5 minutes. L e s  méristèmes sont  pré levés  avec un s c a l p e l  

à lame f i n e  par  exc i s ion  conique sous loupe b inocula i re  e t  

repiqués en tube de  1 6 0  x 22  mm contenant 18 m l  de mi l ieu  de 

c u l t u r e .  

c) Les mil ieux de  c u l t u r e .  ..........*.**..*.....* 
c . 1  Culture  - - -  de-fgagmengs-de t ige ,  

Quatre mil ieux de  c u l t u r e  addi t ionnés  de d i f f é r e n t e s  

concent ra t ions  en BAP on t  é t é  u t i l i s é s :  

A : milieu de  FONNESBECH (1972) 

B : mil ieu  de THOMALE (1954) modifié par  PARISOT (communication 

personnel le)  

C : milieu de MURASHIGE & SKOOG (1962) 

D : milieu de  KNUDSON (1922) modifié par  CAHUZAC (1979) 

(Table 11.1) 



Table 11.1 : Milieux de c u l t u r e  pour fragments de  t i g e  e t  

méristèmes de Paphiopedilum. 

i n o s i t o l  , 100 
g lycocol le  . 2 .  

vitamine B1 . 015 . 
vitamine B6 . 0,s . 
ac. n ico t in ique  110 . 
e x t r a i t  de  levure  . . 250 . 11 

urée . . 500 . If 

hydrolysat  de casé ine  . . . Il 

2000 

saccharose g/1 20 20 20 20 

glucose 

f ruc tose  

agar-agar 



Les méristèmes o n t  é t é  rep iqués  s u r  les mi l i eux  B e t  E 

(E : mil i eu  de FEHLAND (PIEPER & ZIMMER, 1974, b)  ) l i q u i d e s  

a g i t é s  (Table 11.1) e t  add i t ionnés  de d i f f é r e n t e s  concent ra t ions  

de BAP e t  benzyl 9- (2- te t rahydropyranyl)  adenine (PEA) . 
d) Condit ions  expérimentales .  .......................... 

L e s  c u l t u r e s  s o n t  p l acées  dans une p ièce  condi t ionnée à 

21°  & l0 s i t u é e  à l ' e s t  e t  r eco iven t  en p l u s  d e  l a  lumière du 

jour ,  un éc la i rement  d 'appoin t  f o u r n i  12h/24 pa r  d e s  t u b e s  

f l u o r e s c e n t s  du type  Cool White de  Luxe. L ' i n t e n s i t é  de l ' é c l a i -  

rement est  d 'envi ron  500 Lux. 

Pour les c u l t u r e s  e n  m i l i e u  l i q u i d e  a g i t é ,  les t u b e s  sont  

p l acés ,  i n c l i n é s  à 4S0, s u r  un a g i t a t e u r  r o t a t i f  BIOLAFITTE 

tournan t  à 70 t .Mn-'. 

2)  R é s u l t a t s .  

a )  Cul ture  de t i g e .  ................ 
a .1  - Séquence - - - de - dévelo~pgngn$.  - - - 

Après quelques semaines de c u l t u r e ,  on observe l a  r e p r i s e  

d ' a c t i v i t é  du méristème t e m i n a l  q u i  se t r a d u i t  pa r  l ' a p p a r i t i o n  

de nouvel les  f e u i l l e s  a i n s i  que de nouvel les  r a c i n e s  apparais-  

s e n t .  Lorsque les cond i t ions  de m i l i e u  de c u l t u r e  l e  permettent  

(présence de BAP), on peut  observer  1' a p p a r i t i o n  de p l a n t u l e s  

f i l l e s  à l a  base de l ' e x p l a n t a t ,  généralement dans le  mi l i eu  de 

c u l t u r e .  C e s  p l a n t u l e s  f i l l e s  dont  l e  nombre v a r i e  e n t r e  1 e t  4 

pa r  e x p l a n t a t ,  sont  i s s u e s  du développement des  méristèmes 

a x i l l a i r e s  puisque celles c i  s o n t  t ou jour s  s i t u é e s  dans l e  m ê m e  

p lan que les f e u i l l e s  de  l a  p l a n t u l e  mère. 

C e s  p l a n t u l e s  f i l l e s  peuvent par  l a  s u i t e  être repiquées  

séparément s u r  un m i l i e u  sans  r é g u l a t e u r  de c ro i s sance  où el les 

se développent normalement a l o r s  qu'on ne  c o n s t a t e  pas  d 'enra-  

cinement s i  les p l a n t u l e s  f i l l e s  r e s t e n t  a t t a c h é e s  à l a  p l a n t e  

mère. 



L a  BAP e s t  indispensable  au développement des méristèmes 

a x i l l a i r e s  en p l a n t u l e s  f i l l e s ,  l a  concent ra t ion  optimale é t a n t  
s i t u é e  e n t r e  10-~ e t  M. Paral lè lement  au dgveloppement des 

bourgeons, on c o n s t a t e  une diminution de l a  c ro issance  de l a  
p l a n t u l e  mère q u i  se t r a d u i t  par un nombre de  f e u i l l e  moindre en 

f i n  de c u l t u r e .  Enfin,  .3 1 0 0 ~  M. La BAP inhibe  totalement  l a  

rhizogénèse (Fig.  I f  . l). 

Fig .  II. 1 : Evolution du nombre de f e u i l l e s  (-) , de r a c i n e s  
(--- ) e t  de bourgeons ( * * * )  selon l a  concent ra t ion  en BAP ( M / l )  

du mi l i eu  de c u l t u r e  ap rès  1 2 0  jours  de  c u l t u r e .  

Aucun des  mi l ieux  que nous avons u t i l i s é s  n ' e s t  correctement 

adapté  3 l a  c u l t u r e  de  fragments de t i g e s  de  Paphiopedilurri. Alors  
que l e  mi l i eu  de MURASMIGE & SKOOG permet une cro issance  vigou- 

reuse  d e s  p lan tes  mères, c e l l e s  c i  son t  a t t e i n t e  d 'une chlorose  
importante ,  il en est de méme du mi l i eu  de FONMESBECH. Le m i l i e u  

de THOMALE e s t  i n t é r e s s a n t  pour l e  nombre de p l a n t u l e s  f i l l e s  
apparues, mais l a  c ro i s sance  des p l a n t e s  mères e s t  l e n t e  e t  be 

mil ieu  de KNUDSON B donne des r é s u l t a t s  inve r ses  (Fig.  II. 2 )  . 



O 

F Tf R NP F T l  1 R NP F Tf R NP F T I  R NP 

milieu F T MS K 

Fig.  1 1 . 2  : Inf luence  de d i f f é r e n t s  mil ieux de c u l t u r e  : 

FONbTESBECH ( F ) ,  THOMALE (Tl, MURASHIGE & SKOOG (ES) e t  KNUDSQN (X) 

addi t ionnés  de 10-~  M C e  BAP s u r  le  nombre de f e u i l l e s  (F), l a  

t a i l l e  de  l a  p lus  grande f e u i l l e  (Tf) en a, l e  nombre de r a c i n e s  

(R)  e t  de  p l a n t u l e s  f i l l e s  (NP) pa r  p lan tu le  mère ap rès  296 jour s  

de cu l tu re .  

a. 4 Znf l s e ~ c e  se - lg  yasi-t- .  

Les r é s u l t a t s  évoqués c i  dessus ont  é t é  obtenus avec le 

Paphiouedilum cv Onyx (36192). Les m ê m e s  c u l t u r e s  r é a l i s é e s  

avec les c u l t i v a r s  à f e u i l l a g e  v e r t  un i  (36184-36249-36339) 

n 'on t  montré aucun développement des  méristèmes a x i l l a i r e s .  

b) Cul tures  de méristèmes. ............ o.......... 

Nous n'avons observé aucun développement de méristèmes 

terminaux ou a x i l l a i r e s  q u e l l e s  q u ' a i e n t  é t é  l e s  condi t ions  

de mi l ieu  e t  de v a r i é t é .  



Toute fo i s  l e s  s e u l s  r é s u l t a t s  acquis  concernent les tech- 

n iques  de s t é r i l i s a t i o n .  Le t aux  de c u l t u r e s  contaminées dépend 

de l a  p o s i t i o n  du m é r i s t è m e ,  l e  m é r i s t è m e  t e rmina l  é t a n t  mieux 

pro tégé  des  contaminat ions  e x t é r i e u r e s  que les  méristèmes 

a x i l l a i r e s ,  a i n s i  que de 1' agent  s t é r i l i s a n t  u t i l i s é ,  l a  s t é r i l i -  

s a t i o n  au ch lo ru re  mercurique procurant  une m e i l l e u r e  a seps i e  

(Table II. 2 )  . 

Table 1 1 . 2  : In f luence  de l ' a g e n t  s t é r i l i s a n t  e t  de l a  place 

du m é r i s t è m e  s u r  l e  t a u x  de contaminations d e s  c u l t u r e s .  

Agent s t é r i l i s a n t  

Hg 
C l  

P lace  du m6ristème 

t e rmina l  

a x i l l a i r e  

E )  LA MULTIPLICATION VEGETATIVE I N  VIVO. - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Taux de contaminat ions  

23 % 

81 % 

2 0  % 

63 % 

1) Matériel e t  méthodes. 

a )  Or ig ine  du m a t é r i e l  végé ta l .  ............................. 
Les p l a n t e s  agées de deux ans  e t  encore B l ' é t a t  d'une 

s e u l e  pousse p a r  po t ,  s o n t  i s s u e s  des  croisements:  

P. cv  P a l e s t r i n a  X P. cv Martinique ( f e u i l l a g e  v e r t  u n i )  

P. cv Mme Mar t ine t  X P. Mme Mar t ine t  ( f e u i l l a g e  t e s s e l l é )  

b)  P répa ra t ion  des  p l a n t e s .  ........................ 
Chaque f e u i l l e  est fendue en deux p a r t i e s  é g a l e s  par une 

i n c i s i o n  au s c a l p e l  d e  l a  nervure c e n t r a l e .  L e s  deux moi t i é s  de 

limbe son t  é c a r t é e s  l ' u n e  de l ' a u t r e  e t  a r r achées  de l a  base de 

l a  t i g e  a f i n  de mettre a nu l e  méristème a x i l l a i r e ,  c e t t e  opéra- 

t i o n  est r é p é t é e  p l u s i e u r s  f o i s  jusqu 'à  ce q u ' i l  ne reste p l u s  

que les  deux f e u i l l e s  t e rmina le s .  Une p â t e  obtenue pa r  d i s so lu -  

t i o n  à chaud de 3 granmes de EAP pour 100 m l  de  l a n o l i n e  e s t  



appl iquée ap rès  re f ro id issement  s u r  les m é r i s t è m e s  a x i l l a i r e s .  

Toutes ces opé ra t ions  son t  r é a l i s é e s  sans  depotage de l a  p l a n t e  

a f i n  de n e  pas provoquer d ' a r r ê t  de  c ro i s sance  momentané. 

2 )  Résu l t a t s .  

On observe ap rès  quelques semaines, l e  développment d e s  

m é r i s t è m e s  a x i l l a i r e s  en  nouve l l e s  pousses f e u i l l é e s .  Chez les 

p l a n t e s  à f e u i l l a g e  t e s s e l l é ,  t o u s  l e s  bourgeons s e  sont  

développés avec p a r f o i s  1 ' a p p a r i t i o n  de malformations ca rac té -  

risées p a r  un gaufrage l o n g i t u d i n a l  des  f e u i l l e s  e x t e r n e s  d e s  

pousses nouvel les .  Chez l a  p l a n t e  t r a i t é e  à f e u i l l a g e  v e r t  un i ,  

3 m é r i s t è m e s  se son t  développés mais l a  c ro i s sance  de deux 

pousses s 'est  a r r é t é e  lorsque  c e l l e s  c i  o n t  a t t e i n t  une t a i l l e  

de 2 c m  environ (Table 11.3, Photos 11.1 à 4 ) .  

P a l e s t r i n a  X Mart inique 

e s s a i  1 4 5 - 

Table 11 .3  : In f luence  du t r a i t e m e n t  des  méristèmes à l a  BAP 

s u r  le  nombre de pousses f e u i l l é e s  par  p l a n t e  ( N P ~ ) ,  s u r  l e  

nombre de f e u i l l e s  de  l a  pousse mère (FPM) e t  s u r  le nombre 

de f e u i l l e s  des  pousses l a t é r a l e s  (FPL) ap rès  350 jou r s  de 

c u l t u r e .  

a : pousses l a t é r a l e s  à cro issance  inh ibée .  

C)  CONCLUSION. - - - - - - 
L e  Paphiopedilum se m u l t i p l i e  véqétativement i n  v i t r o  pa r  

c u l t u r e  de fragments de t i g e s  mais ce r é s u l t a t  d o i t  être tempéré 

du f a i t  que, d 'une p a r t  t o u t e s  les v a r i é t é s  ne  se p r ê t e n t  pas  

à cette technique,  s e u l e s  les p l a n t u l e s  à f e u i l l a g e  t e s s e l l é  



i s s u e s  du croisement P. Goultenianum albuin X P. Maudiae maqnificum 

o n t  répondu pos i t ivenent  à l a  propagation végé ta t ive  i n  v i t r o  e t  

que d ' a u t r e  p a r t  les p l a n t u l e s  u t i l i s é e s  proviennent de semis 

e t  sont  donc de va leur  inconnue. 

I l  f a u d r a i t  donc renouveler  l e s  expériences avec un m a t é r i e l  

végé ta l  dont  l a  va leur  f l o r a l e  s o i t  connue o r  nos t e n t a t i v e s  de 

m u l t i p l i c a t i o n  végé ta t ive  pa r  c u l t u r e  de méristèmes ont  t o u t e s  

échoué. D 'aut res  recherches sont  donc à mener dans ce sens.  

D e  même q u ' i l  e s t  poss ib le  de provoquer l e  développement 

des méristèmes a x i l l a i r e s  de  p l a n t u l e s  c u l t i v é e s  i n  v i t r o  sur  

un mi l i eu  pourvu de  BAP, nous avons fo rcé  l e  développement des 

m é r i s t è m e s  a x i l l a i r e s  de p l a n t e s  adu l t e s  c u l t i v é e s  en s e r r e  

par  a p p l i c a t i o n  d i r e c t e  s u r  les bourgeons d 'une p â t e  addi t ionnée 

de BAP mais avec des  d i f f é r e n c e s  v a r i é t a l e s  a t t énuées  par  

rapport  à l a  c u l t u r e  i n  v i t r o .  



III) CULTURE IPI VITRO EE PP.OTOCOP??EZ Cr CYYEICIUII  . 
-----------------------------------S.---------- 

1) C r i g i n e  du matEr ie1  vCaé ta l .  

Les p r o t o c c r ~ e s  de  CynhiS.i~r:~ s v  Fe l eas  Fe rah  cous  c n t  E t5  

f o u r n i s  p a r  l e s  E t s  Vacherct  e t  Lecoufle  2 Eoissÿ  S t  LCger en 

novembre 197g e t  l e  c lône  est depuis  l o r s  e n t r e t e n u  au labora-  

t o i r e .  

2 )  Yise en c u l t u r e .  

Les teckniques  Ce c u l t u r e  son t  c e l l e s  ? r5conisges  Far YOF.EL 

(196 3 )  . Lorsqu' a p p a r a i s s e n t  l e s  premières  f e u i l l e s ,  les ~ r c t c c o r -  

ries son t  prélevGs z sep t iquenen t  e t  f r î g x e n t é s  d e  t e l l e  s o r t e  Gue 

chaque e x p l a n t a t  pcss62.e t o u j o u r s  scn C p i d e n e .  Les f r a c p e n t s  s c n t  

e n s u i t e  r e p r i s  2 l a  s p a t u l e  e t  8Eyosés Z l a  s u r f a c e  d 'un  r i l i e u  

 osé. Les ~ r o t c c o r r ~ e s  s o n t  c u l t i v e s  en e r l e r u ~ e y e r s  2e 5C3 31 

contenant  120 n l  de ~ i l i e u  de c u l t u r e ,  c l o s  car un Jcuchon caou t -  

chcuc perc6 s ' u n  t r o u  ob tu r6  Far une rnrcks Üe c ~ t c n  cardg.  

3 )  Y i l i e u  de c u l t u r e .  

L e s  protocornes s e n t  c u l t i v e s  s u r  un r i l i e u  ccn tenant  l e s  

r;acrcélé-r,ents Ze l a  sclut i .cn  z i n s r a l e  Ze FOI:NFSZZCI-: (1972, a ) ,  

les rcicroélZnents de VPJRI-IAEEYF & VXJF.BD,EEYA (197C), l e s  

v i t m L i n e s  de KOCI-1 (1470, a ) ,  112 f e r  c o ~ p l e x F  cle ?IVPJSfi-IGE & 

SICG3G (1-62) 5i luC au q u a r t ,  tir, cc.r!rlexe crrjâ2ic;ile c o n s t i t u 2  G e  

pe r t cne  rie viande (PIerck) , c'e t r y l t c n e  ( T i f  C O ) ,  GE- '; anane v e r t e  

6n  cor-merce e t  d ' i n c s i t c l  ? l u s  1% de saccharose  e t  1-e ç lu-  

cose .  Lorsque l e s  exp6r iences  nE c c x ~ c r t e r t  ?as l l o * ~ l c i  Ce 

subs t ances  de  c r o i s s a n c e ,  il e s t  éqalement od.ZiticnnG 2 ç/1 C e  

ckârl;cn z c t i v f  ( iqerck)  (Table  III. 1) . 

Les ::.ilieux s c n t  stlriliseZs 2 l ' a u t o c l â v -  (112' r cnCan t  25 

- i n u t e s ) .  PApr?s s o r t i e  c e  l ' a u t o c l a v e ,  l e s  f l a c o n s  son t  Cnerqi- 

q u e ~ ~ e n t  agi tGs peur  r e ~ a r t i r  ccnvenablerent  l e  ckAarkon e t  2E;osCs 



k o r i z o n t ~ l e ~ , e n t  c?.e t e l l e  s o r t e  que la s u r f a c e  ?u mi l i eu  & £ f l e u r e  

l e  c o l  6u f laccn.  

4 )  Ccnc2ition.s ?e c u l t u r e .  

L e s  c u l t u r e s  s u r  r : i l i e u  s c l i ~ l e  s c n t  e n t r e p ~ s 6 n s  en p i s c e  

c l i x a t i s é e  E 25O rf: l0 e t  é c l a i r é e s 1 6  keu res  pa r  jour  P 1 1 0 i 6 e  i e  

t u b e s  f l u o r e s c e n t s  Sy lvaEia  Gro Lux sous  une i n t e n s i t é  approxi-  

mat ive  de 500 lux .  

Les c u l t u r e s  en n i l i e u  l i q u i d e  a g i t é  s c n t  p l zcées  s u r  un 

a g i t a t e u r  h o r i z o n t a l  r c t a t i f  à r a i s o n  Se 50 tr/rîn. Les c u l t u r e s  

s o n t  E c l a i r é e s  e n  Femanance 2 l ' a i d e  ûe t u b e s  f l u c r e s c e ~ t s  

Cccl  V;hite Ze Luxe sous  une i ~ t e n s i t f  d e  500 lux ,  l a  t ~ m ~ é r a t u r e  

Ctan t  r égu lée  2- 25' f 1 ° .  

Compte tenu  que l a  methode ? e  c u l t u r e  des  protocornes  C e  

Cyxbidiun; n ' o f f r e  pas  de  d i f f i c u l t é s  2. ? r i o r i ,  n o t r ~  é tu2e  a 

porte s u r  l e  r ô l e  que joue l a  denu i tg  de p r o t o c c m e s  au s e i n  

d ' un  f l a c o n  s u r  l a  c r o i s s a n c e  du x a t ' r i e l  v6g6ta l1  c ' e s t  l 'C tuZe  

de l ' e f f e t  de r a s s e  e t  d ' a u t r e  ? a r t  s u r  l ' i n f l u e n c e  de l a  benzyl-  

m i n o p u r i n e  (BAP), s u r  l a  c ro i s sance ,  l a  n u l t i ~ l i c a t i o n  Ses  

pro tocornes  e t  l e u r  d i f f é r e n c i a t i o n .  

1) L ' e f f e t  Ze masse. 

a )  Courbe de c r o i s s a n c e  d 'une  c u l t u r e .  ................................... 
ATin de 2.êterminer l a  dur6e o y t i ~ . e l e  d.'une c u l t u r e ,  nous 

avons é t a b l i  l a  courbe de  c ro i s sânce  expr inge  en ç a i n  de 

po ids  de m a t i s r e  f r a î c h e  d 'un c lone de orotocormes Ce C-p.hic?im 

(Fig.  111.1). 

Après une phase de  l a t e n c e  deux semaines, l a  

c u l t u r e  e n t r e  en phase a c t i v e  de  c r o i s s z n c e ,  c e l l e  c i  n e  co~ . -  

mençant Z f l e c h i r  qu 'aprSs  l a  6O semaine. Tou te fo i s  jusqu 'à  7 

semaines, on ne peu t  observer  de  phase s t a t i o n n a i r e  Z 2  c r o i s s a n c e .  

I l  n ' e s t  pas p o s s i b l e ,  eE e f f e t ,  d ' a ~ ~ r é c i e r  uniquement l ' a c r c i s -  

sement de ~ o i 2 s  Zes protocormes pu i squ ' a  p a r t i r  de  l a  6' semeine 



Table 111.1 : Conipositicn du n i l i e u  de c u l t u r e  des  protocormes. 

Composants Quan t i t é  Concentra t ion Volume Z e  Remarques 
p a r  l i t r e  de l a  solu-  s c l u t i o n  
de  m i l i e u  t i o n  nSre  1 1 InEre / 1 1 1 

cjlycocolle 

pan to théna te  de  C a  

ac ide  n i c c t i n i q u e  

th iamine 

pyr idoxine  

peptone 

i n o s i t o l  

char5on a c t i f  

banane v e r t e  

t r y p t o n e  

saccl2arose 

g luccse  

I 
1 m l  rine s e u l e  

I s o l u t i o n  

eau d i s t i l l é e  @.S.P. 1000 m l  

s o l u t i o n  
e thano l  95% 

agar-açar  8 1 5  E! - - @ 
L l l l t  

pB a j u s t 6  à 6 ,5  man t  au toc lavage .  
Lorsque l e s  protocormes s o n t  c u l t i v é s  en ~ i l i e u  l i q u i d e ,  l a  tan=-e 

v e r t e  e s t  s u p p r l ~ é e ,  c e l l e  c i  o p a c i f i a n t  l e  n i l i e u  de c u l t u r e .  



a g ~ a r z i s s e n t  l e s  ~ r e c i z r e s  f e u i l l e s .  

F i ç .  III. 1 : A : Courbe c e  croissants à f m e  c x l t u r e  2e g rc t cco r -  

ses ex-rir;.ée en acc ro i s senen t  6u poids  de n a t i o r e  f r a î c h e  (FF en  

granmss c'e mat i s re  f r a i c k o )  en fonc t ion  6u t engs  e x a r L ~ 6  er. 

senkaines (T)  . E : RegrGsentation g r a ~ h i q u e  àes v a r i a t i o n s  k ~ k ~ c -  

x a d â i r e s  2u taux  d e  c r c i s s a x c e  (GT 2 )  

Le c a l c u l  d e s  v a r i a t i c n s  kebdcnaàaires du taux  2e c r c i s s a n c e  

P ( s e ~ n  + 1) - ??(sein) 
se lon  l a  fom.ule x 100 ~ c n t r e  un acc ro i s -  

sement ponoéral  r e l a t i f  i x p o r t a t  l a  ~ r e ~ i è r e  seniaine. Ce ~ i c  

es t  v ra i secb lak lenen t  du 2 une péng t ra t i cn  i?.sortânte 2 'eau  

dans l e s  t i s s u s  par s u i t e  du f r ac t ionne3en t  <es j ro toccm-es  au 

moment du repiouage e t  2 l a  n i s e  à nu d e s  t i s s u s  p r 8 s l a b l e ~ - e n t  

2rctegSs Far  un E?ider,ne for tement  c u t i a i s é .  

Gn 2.euxiSme p i c  a p p a r a î t  à l a  quatr ième senaine e t  c c r r e s -  

pond 2 l a  phase Ce cro issance  l a  p lus  a c t i v e  c'es ~ r o t c c o r n e s .  On 

a s s i s t e  e n s u i t e  2 une d i ~ i n u t i o n  2u ga in  de ~ o i d s  r e l a t i f .  

Les c u l t u r e s  s e r o n t  donc u l t e r i e u r e r e c t  r e ~ i q u g e s  2 5 

semaines (35 j ) ,   crio ode oG l a  c r c i s s t n c e  e s t  encore i n t e n s e  



inais avânt 1' z p c â r i t i c n  des rousses  f e u i l l - e s .  

5 )  S ' e f f e t  de masse. ................. 
L a  c ro i s sance  ?es ~ r o t c c c n e s  es t  in f luencee  Far  1s d e a s i t E  

B e  ~ c ~ u l a t i c n  Ses  c u l t u r e s  en r i l i e u  5Clcsé ( F i g .  III. 2 )  . 

PFi : 0.015g 

Fis. 111 .? : Icf luefice du ccmbre c"e:r?l=tats (:Ir) y a r  f l â c c n  Sui  

le ccef f i c i ~ n t  (?e : i .u l t i - l icat ion ((3;:) , 1- scids t c t a l  IE 12 

c~lt-~r- (PL) e t  12 ;~ i i , s  c'cr, ~z:.~s ~ r c t c c c , r e s  (?F/'_TZ) ~::rri- 
,?.SE c_.i ~rs;:::~ ze ra+,i*:r% fraîc7-e. TI''l = ;cils i n i t i 2 . l  ? ' t u 2  fïâs- 

r.ient de t r c t o c c m e .  

Cc c c n s t a t e  Gue l ' z u c p e n t a t i c n  Zn ncxkre  l e  ~rotacorz- .es  sâr 
LI A l s c ~ n  i n d u i t  au:: fs.il-les =2ensit\-s ( s r t r z  5 e t  15  e x ~ 1 ~ t a t . s )  

ün r a l e ~ t i s s e m e n t  2e l a  croissaiicz ~ c n ë c r a l e  <os prctccorinss 

a l o r s  Gue l ' e f f e t  ot~erv8 e s t  i nve r se  aux d e n s i t s s  s u ~ e r i e u r e s  

( 5  p a r t i r  de 15 e x p l a n t a t s ) .  
ir, cl 'ecsayer 5 ' exp l iquz r  ce  ~PGnomSne, Ce=:< a u t r e s  

e x ~ S r i e r ~ c e ç  o c t  C t C  r ea l i sEes .  3~x1s un srornier e s s a i ,  ncus avcns 
S l a r ç i  l a  ga?z.e d e s  con2 i t i cns  (Co 5 2. 6 0  e ~ p l ~ t a t s ) ,  l a  

q u z n t i t é  de ~ n i l i o u  St+r.t f i::e e t  5 y a l e  C 1% x 1  ( 7 .  III. 3 ,  A )  . 
Dans l e  d e u x i h e  e s s a i ,  l e  ncrkre  l ' e x r l a c t a t  Far f i accn  est 

cgalement é t e n i u  n a i s  l a  q u z n t i t e  3e r i l i e u  de c u l t u r e  rar 



f lacon  es t  v a r i a b l e  e t  - c a l e  4 3,3 n 1  Far f r a p e n t  repiqué 

Fig.  111.3 : A : V a r i a t i o n  en granme de poids  f r a i s  Far explan- 

t a t  (PF/NE) en fonc t ion  du nombre d ' e x ~ l a n t a t s  rep iques  (-JE) 

pour 100 m l  de m i l i e u  de c u l t u r e .  B : v a r i a t i o n  en g r m e  C e  

poids f r a i s  par  e x p l a n t a t  (PF/T?F) en fonc t ion  Cu no~:kre c' explac-  

t z t s  rep iqués  (NE) zour 3 ,3  31 de mi l i eu  de c u l t u r e  Far e x ~ i m t a t  

apros  35 jours  d e  c u l t u r e .  

w / ~ ~  + P'F/N~ 4 

Lorsque l a  q u a n t i t é  de n i l i e u  e s t  5ga le  à 100 nl, on ccns ta -  

t e  à nouveau qu ' aux  f a i b l e s  d e n s i t é s  ( e n t r e  5 e t  20 e x ~ l a n t a t s ) ,  
l ' augmentat ion du nombre d ' e x p l z n t a t s  r a l e n t i t  l a  c ro issance  

de ceux c i ,  par c c n t r e  c e t  e f f e t  e s t  i nve r sé  e n t r e  20 e t  4 0  

e x p l a n t a t s  puis on a b o u t i t  à une phase s t a t i o n n a i r e  au de lQ.  

Lorsque l a  q u a n t i t é  de m i l i e u  c5e c u l t u r e  e s t  f i x e  par  

r appor t  au nombre de fragments rep iques ,  on observe q u ' h o m i s  

l e  cas  oil 5 fragments s o n t  p r é s e n t s  pzr f l a c o n ,  l a  c ro i s sance  

pondérale  des  protocormes e s t  sensiblement é q u i v a l e n t e  q u e l l e  

que s o i t  l a  cond i t ion  c?e c u l t u r e .  

On  eut donc vraiseablablement  en dédu i re  qu 'une substance 

s y n t h é t i s é e  r a r  les pro tccornes  s t h u l e  l a  c r o i s s a n c e  2 c a r t i r  
d 'un  certain niveau de concen t ra t ion  ( 2 0  fragments/100 m l )  . 

B 
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D'autre  p a r t ,  c e t t e  substance d o i t  n i ç r e r  dans l e  n i l i e u  de 

c u l t u r e  puisque lo r sque  l a  q u a n t i t é  de n i l i e u  l e  c u l t u r e  à ispo-  

n i b l e  Far exp lan ta t  e s t  f i x e ,  donc lorsque c e t t e  sukstânce e s t  

en concentrat ion iden t ique  q u e l l e  que s o i t  l a  ccndi t ion ,  l a  

c ro issance  <es protocormes e s t  sensiblement @quivalente  quelque- 

s o i t  l e  nombre de fragments ropi-ués. Par con t re  d m s  l e  deuxi5ne 

e s s a i ,  nous ne ;cuvons expl iquer  l a  prosence d'un ~ i c  lorsque  

5 f r a p - e n t s  seulement son t  rcpiquSs . 

2 )  Inf luence  Ce l a  S A P  s u r  l e s  ~ r o t o c o m e s  de Cynbi2ium. 

a )  Inf luence  de l a  BAP s u r  l a  c ro issance  e t  l a  n u l t i p l i c a t i o n  .......................................................... 
des pro tocomes .  ................ 

Aux f a i b l e s  concent ra t ions ,  l a  BAP a Feu Cileffets s u r  l a  

croissai.,ce pondérale des  protocornes c u l t i v é s  en mi l ieu  - l i q u i d e  
-7 a g i t é .  Par  cont re  aux concent ra t ions  s u ~ é r i e u r e s  à 5.10 I I ,  

l a  c ro issance  est y a ~ ~ ~ c ~ : ~ - . . > .  ' . ---  2 ( 7 1 ~ .  TZE.o). 

Fiç .  1 1 1 . 4  : Inf luence  de l a  EBP s u r  l a  c ro issance  Ces pzotccor- 

n e s  exprimée en gramme de mat ière  f r a î c h e  (PF) a-ras 35 jours  

de c u l t u r e  ( inoculu~i :  30 fragrrients par  f l a c o n )  . 
L a  SAP s t i i iu l e  fortement l a  c ro issance  nuTérale c7es c u l t u r e s  

de protocormes en m i l i e u  l i q u i d e  a g i t € .  L'augmentation l u  nonkre 

de p ro tccomes  néofornés par  f l accn  s u i t  l ' aucpen ta t ion  de l a  
-5 

concentrat ion en EAP l u  n i l i e u  de c u l t u r e  jusqu 'à  10 f l  

(Tig. III. 5) . O n  observe donc paral lè lement  urie d i ~ i n u t i o n  t r è s  



i npor tan te  de l a  t a i l l e  <es ~ r o t c c o m e s .  

Fig.  111.5 : Inf luence  de l a  BAP s u r  l a  m u l t i p l i c a t i c n  de 

protocom.es c?e C p b i d i u z  exprimée en nombre de protocornes 

néoformés Far f lacon après  35 jours  de c u l t u r e  ( i n o c u l i ~ ~  : 

30 e x p l a n t a t s  par  f l a c o n ) .  

b )  Inf luence  de l a  EAP s u r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des ~ l a ~ t u l e s ,  
. 0 . . . . . . . . . 0 . . . . . . . * * . . . . . . . . . . . . . . . . . * . . . . . * . . . . . . . .  

Des protocornes sont  cul t - ives  s u r  mi l i eu  gelos4 CU en 

x i l i e u  l i q u i d e  a q i t é  en présence Ce d i f f é r e n t e s  concent ra t icns  

de ELD 3 ra ison  de 30 e x p l a n t a t s  par  f l acon  (?Fi = C,C25 g par  

e x ~ l a n t a t ) .  Après 90  jours  Ze c u l t u r e ,  l e  poids 2e n a t i è r e  

f r a î c h e ,  l e  pourcentage de surv ivants ,  15 nombre de pousses 

f e u i l l é e s  e t  l e  nombre 2e r ac ines  sont  déterminés.  

k.l Cultgrg sug -i&igu-oSlgsg. 

La B2-P r e t a r d e  l a  S i f f o r e n c i a t i o n  Ses ~ l a n t u l e s ,  ce r e t z r d  

est d ' a u t a n t  p l u s  i ~ ~ o r t a n t  que l a  ccncentrat icr .  en EEP e s t  

é levee ,  l e  CSveloppenent d t a n t  totalement  inhibé 2 10-~  24 

par  s u i t e  de l a  t c x i c i t é  de l a  DA? 2 c e t t e  concent ra t icn .  

Pa ra l l è l enen t  , on cons ta te  une diininution du taux de su rv ivan t s  

e t  du poids de  mat ière  frazcke en f i n  de c u l t u r e  (Tz.>le 111.3) . 



Table 111.3 : Inf luence  de l a  concentrat ion en BXP (en X / l )  s u r  

l e  poizs  de niat izre  f r a î c h e  en Trainnies (PT, l e  pourcentac~e d'ex- 

p l m t a t s  su rv ivan t s  (%S) , l e  no3bre 2.e pousses f e u i l l A e s  (:Il?) e t  

l e  nombre Ge r a c i n e s  aprF,s 9 0  jours  de c u l t u r e  s u r  z i l i e u  

gBlosé (inoculum : 30 e x p l a n t a t s  > a r  f l a c o n ) .  

5 . 2  Culture _ _ _ O _ - -  en n i l j e ~  &igujde  ggjtg. 

En a i l i e u  l i q u i d e  a c i t z ,  l e s  e f f e t s  de  l a  BAI? s u r  l a  d i f f 8 -  

r e n c i a t i c n  sont s i m i l a i r e s  4 ceux ok.servés s u r  x i l i e u  cc5loss 

(Table III. 4 )  . 

Table 1 1 1 . 4  : Inf luence  ?!e l a  ccncent ra t ion  en BPP (!11/1) s u r  l e  

poids de  r a t i è r e  fraîc2.e en g r a m e s  (Pr), l e  ~ o u r c e n t z ç e  d.'ex- 

p l a n t a t s  surv ivants  ( S )  l e  n o ~ b r e  Co cousses  f o u i l l E e s  (XP) e t  

l e  nombre de r a c i n e s  (NR) après  90  j cu r s  de c u l t u r e  en mi l ieu  

l i q u i d e  a g i t é  (inoculum : 30 e x p l a n t a t s  par  f l a c o n ) .  



S . 3  Inf lgegce  - ce-15 ZAP pn-pgécu&tgre s u r  - - - - - - - -  l a  d i f f é renc ia$ icn-  

des  - - ~ l + p i & e s .  

Des protocornes ont  E t E  c u l t i v é s  en ~ r s s e n c e  Ce Zi f fGrec tes  

concent ra t ions  de BAP en mi l i eu  l i q u i d e  a g i t é .  Après 35 jours  de  

c u l t u r e ,  5 a i a s  C e  protocornies sont  p ré levés aseptiquement par  

ccnd i t ion  e t  repiqués s u r  un mi l ieu  de c u l t u r e  gelosé add i t i cnné  

de charbon 2ulvérulent .  9 0  jou r s  après  c e  repiquage, l e  noribre 

de p l a n t u l e s  e t  l a  t a i l l e  de l a  p lus  lcnque f e u i l l e  de checune 

d ' e l l e s  s c n t  dé te rn inés  (T'ig. III .6) . 

O O J  P 

O tôa 1 6 ~  5.16~ IO* 5.16~ IO-= (BAP) 
Precu1ture 

Fig.  1 1 1 . 6  : Inf luence  de l a  ccncent ra t ion  en EXF du mi l ieu  de 

m u l t i p l i c a t i o n  (BAP ~ r e c u l t u r e )  s u r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n :  nombre 

de pousses f e u i l l é e s  (NPf) e t  t a i l l e  des  pousses (T) en m de 

5 aqas de  rotoc cor mes cu l t ivEs  en absence de BAP pendmt 90 j o u r s .  

-8 On cons ta te  que l e s  f a i b l e s  concent ra t ions  de 3AP (10 , 
10-' e t  5.10~')  pr'sentes dzns  l e  s i l i e u  Se n u l t i p l i c a t i o n  

ne Fe rne t t en t  l e  développarient que d 'un  nombre r e s t r e i n t  de 

p l a n t u l e s  q u i  c r o i s s e n t  rzpidernent a l o r s  que l e s  concent ra t ions  

é levées  (5  .1oe6 e t  IO-=) f a v o r i s e n t  l ' a p p a r i t i o n  d 'un nombre 

t r è s  inpor tan t  de p o i n t s  v é g 6 t a t i f s  q u i  ont  donné naissznce à 



6e nombreuses p l a n t u l e s  à c r o i s s z c c e  l e n t e .  

3 )  Conclusion. 

I l  e s t  év iden t  que l e s  protocormes s y n t h é t i s e n t  une subs tance  

c a r a b l e  de  s t i ~ u l e r  l a  c ro i s sance ,  c e t t e  subs tance  3 i ç r a n t  dans  

le  m i l i e u  de  c u l t u r e .  L a  c r o i s s a n c e  des  p ro t cco rnes  e s t  op t imale  

l o r sque  4 0  e x p l a n t a t s  s o n t  p lac6s  s u r  100 m l  de m i l i e u  s o i t  

environ 1 2 5  m l  de m i l i e u  p a r  gramme d ' e x ~ l a n t a t .  

I l  es t  à remarquer que l e  rciêrne pP.Gnornène e s t  p r é sen té  p a r  

les c u l t u r e s  de c e l l u l e s  i s o l é e s  q u i  n é c e s s i t e n t  une q u a n t i t é  

minimale d '  inoculum y u r  c r o î t r e .  

I l  s e r a i t  donc i n t e r e s s ~ n t  2 ' i s o l e r  c e t t e  suks tance  q u i  

p o u r r a i t  ê t r e  d ' un  emplci  f o r t  u t i l e  pour l a  n u l t i p l i c a t i o n  vGgé- 

t a t i v e  d u  Cymkidim.. 

Par  con t r e ,  l ' e m p l o i  de  l a  b e n ~ q l a n ~ i n o p u r i n e  n ' a  pas dcnné 

l e s  r é s u l t a t s  a t t e n d u s .  Bien que c e l l e  c i  se r é v è l e  ê t r e  bené- 

f i q u e  2 1â f o r x â t i o n  d 'un nombre b ? y o r t a n t  de  p l a n t u l e s  en un 

xinW.'.um de  rep iquaçes  (nous avons obtenu 2 4 0  p l a n t e s  en deux 

r e p i q u a j e s  à r a r t i r  6e 5 e x p l s a t a t s  s ~ i t  un peu p l u s  d 'un  

pro tocorne  pour i n i t i e r  l a  c u l t u r e ) ,  l a  BAP s e  r é v è l e  rayide-  

x e n t  tox ique .  Con-te t enu  d-es d é l a i s  n î c e s s a i r e s  G l z  f l o r a i s o n  

d e s  p l a n t e s ,  il n ' a  r a s  encore  6 t é  p o s s i b l e  d ' obse rve r  l a  

n o m a l i t é  des f l o r a i s o n s  des p l a n t e s  c u l t i v é e s  en présence de  

f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  de  BAP. 



IV) PONCLUSIOYS GRYPRALXS. ...................... 

Chez le Phalaenopsis, l'uniaue méthode de multiplication 

végétative in vitro réellement maltrisée est la culture de 

fragments de hampes florales munis d'un bourgeon latéral. 

Depuis la découverte de cette technique Dar POTOR en 1909, les 

procédés de 5térilisation des explantats ont été améliorés 

(SAGAWA, 1962; INTUWOWG, KUYISIYT et SAGAWA, 1972) aais aussi 

nous connaissons les conditions extrinsèques et intrinsèuues 

du milieu de culture prépondérantes, que sont la température 

et la concentration en benzylamino~urine (KOCY, 1974 a; TANAKA 

et SAKANISHI, 1978) . 
Cependant comme les bourgeons latéraux se developpent en 

formant généralement ane seule ~lantule, ce mode de pro~agation 

végétative reste limité au nombre de bourgeons latéraux dont 

dispose l'expérimentateur bien uue quelques auteurs aient siqna- 

16 la formation de   roto cor mes (TSF, SMIT9 et UACYFmT, 1970, 

KOCH, 1974 a; P t Y P E 9  et ZIM?W-jn, 1977, 1978, 1979) mais les 

fréquences d'ap~arition des protocormes semblent assez aléatoi- 

res. 

Notre but était donc d'essayer de mettre au point une 

technique de multiplication dont les rendements seraient supé- 

rieurs à ceux obtenus Dar la culture de fragments de hampes 

florales tout en conservant une bonne fiabilité, mais aussi de 

s'affranchir du matériel véqétal primaire pour ne plus être 

tributaire du ~ e t i t  nombre de bouraeons latéraux disponibles 

car il ne faut pas oublier que le prélèvement des fragments de 

hampes florales suparime la possibilité de commercialiser les 

plantes donneuses. 

Wous avons donc utilisé comme matériel véqétal primaire, 

des pousses feuillées obtenues par culture de craaments de 

hampes florales ou de bourgeons latéraux excisés. Les pousses 



feuillées ont été ensuite multi~li4es véggtativement in vitro 

par les techniques que nous avons mises au  oint sur des 

plantules de semis car nous ne disposions pas d'un stock de 

matériel véqétal vouétatif suffisamment important. 

vous avons remarqué que certaines cytokinines : la 

henzylaminopurine, la h e n z y l - t é t r a h y f l r o p v r a n y l - a d é n i n e  et dans 

une moindre mesure l'isopentényladénine, ~rovoauent, lorsqu'elles 

sont additionnées au milieu de culture à des concentrations 
- 6  

voisines de 5.10 W/l, le développement des méristèmes 

axillaires des nousses feuillées mises en culture. 

Les méristèmes axillaires se dévelopwent en nouvelles 

oousses feuillées (~lantules filles) qui, isolées et repiquees 

s u r  le même milieu additionné de SAP, développent à leur tour 

des bourueons. Les wlantules mères démunies de leurs bourgeons 

oeuvent aussi à nouveau être utilisées comme ex~lantats ori- 

maires. 

Nous avons donc cherché à déterminer les con3itions de 

culture optimales pour la formation de houraeons. Ainsi l'asso- 
-9 

ciation d'une faible quantité S'auxine (10 M/1 6'911 ou IO-' 
-6  

M/1 ~ ' A W A )  à la RAP en concentration optimale (5.10 M/l) , 
stimule le hourueonnement. 

L'acide trans-cinnamique, la benzovladénine, la diphényl- 

urée et l'éthylène associgs 3 la RAP n'ont nas d'action sur 

le hourgeonnement ou sont toxiques. 

L'association d'une autre cytokinine (PBA ou IPA) à la BAD 

ne favorise le bouraeonnement que si la SAP est elle même à 

une concentration inf6rieure à l'o~timum quand elle est employée 

seule. Par contre, si la concentration en RAP est optimale, 

l'adqition d'IRA ou de P 9 A  lève partielleaent l'inhibition de 

la rhizoqénèse mais diminue le nombre de houraeons. 

Des résultats sensiblement équivalents sont obtenus par 

association d'adénine à la RAD. A faible dose (jusqu'à 20 mq/l), 

l'adénine a une action synerqique sur le bourgeonnement tan3.i~ 

qu'au delà, elle lève l'inhibition de la rhizogénèse mais 

n'inhibe que partiellement le houraeonnement. Ainsi les 



explantats cultivés en présence de 100 mq/l d'a?&nine et de 
- 6  5.10 M/1 de SAP  rése entent un nombre ?e racines sensiblement 

équivalent à ceux cultiv~s en ahçence de cvtokinine, mais 

il y a quand aême formation de bourgeons (Table 4). 

Table 4 : Inrluence de la BAP et de l'adénine sur le bour- 

geonnement et l'enracinement de fraaments de tiqe. 

L'adénine entre donc en compétition avec la qAP et à 

forte dose annule l'action de la 9 A P  sur la rhizoqénèse et 

réduit ses effets sur le bouraeonnement. 

Parmi les molécules à noyau adénine que nous avons intro- 

duit dans le milieu de culture, 4 d'entre elles ont une action 

positive sur le bourqeonnement : ce sont la henzvlaminopurine, 

la b e n z y l - t é t r a h y f l r o q y r a n y l - a d é n i n e ,  l'isopentényladénine et 

l'adénine et deux n'ont Das d'action : la kinétine et la 

henzoyladénine (Fig. 7) . 

L 

'e hourqeonnement des bousses feuillges est &galement 

sous la dénendance du génotype comme l'ont 6galement montre 

TJRATA et IWANAGA ( 1 9 6 5 )  et ZIMMER et DIEPFP (197R) sur le 

develop~ement des bourgeons latéraux de hampes florales. 

Les pousses feuillées réagissent éqalement à la densité 

de population. Yoils avons remarqué que lorsaue les ~ousses 

feuillées sont cultiv4es en flacons, I'auqmentation du nombre 

de pousses feuillées par fiole de culture favorise la croissance 

et le hourgeonnement des explantats mais a~paraissent parallè- 

lement certaines difficult6s de culture dues à l'auqmentation 

Snracinement 

+++ 
O /+ 

O/+ 

++ 

Coniiitions 

- témoin 
-6 - BAP 5 . 1 0  !.'I/x 
- 6  - S A P  5.10 ~ / 1  

adénine 2 0  mg/l 

- BAP 5 . 1 0 - ~  ~ / 1  

adénine 100 mg/l 

Bourqeonnement 

O 

++ 

+++ 

+ 



a d é n i n e  

Fis. 7 : C o n f i q ~ i r a t i o n s  a l a n e s  ?a c y t o k i n i n e s  et a u n a r e n é é s .  



de la concentration dans le milieu de culture, de substances 

toxiques svnthétisées par les pousses feuillées que sont les 

?ol~phénols mais ces difficultés Dourraient Gtre surnontées 

par des repiquaues fréquents. 

Comme l'ont montré T A N A K A  et S A Y A Y I S H I  ( 1 9 7 8 )  sur le 

développement des bourgeons latéraux de hambes florales, le 

développement végétatif des méristèmes axillaires est favorisé 

Far des températures élevées. La lumière est également un 

facteur qui contrôle le comportement des pousses feuillées, 

ainsi des photopériodes lonques et de faibles intensités 

favorisent le bourgeonnement. 11 est d'ailleurs à remarquer 

que les conditions favorables au développement végétatif in 

vitro sont également favorables à la croissance végétative des 

plantes cultivées en serre. 

Enfin, pour le bourgeonnement et la croissance des pousses 

feuillées, le pH optimum du milieu de culture est de 5 , 6  

après stérilisation. 

La composition du milieu de culture modifie le comporte- 

ment des explantats. Si le sucre utilisé est du saccharose, 

la concentration o~timale oour le bourqeonnement est de 10 q/l 

et 20 g/l s'il s'agit de glucose. Rien que stimulant la 

croissance, l'inositol ne semble bas nécessaire au dévelopbe- 

ment des méristèmes axillaires. wnfin certains composés 

oraaniques complexes tels que la banane verte, la pentone, 

la tryptone et l'hydrolysat de caséine favorisent la croissance 

et le hourqeonnement des pousses feuillées. 

Nous avons aussi étudié l'influence de la composition 

minérale du milieu de culture. Après comparaison avec d'autres 

solutions de microéléments, nous avons retenu la formulation 

de L E S C U R E  ( 1 9 6 9 ) .  blous avons également constaté que les con- 

centrations en fer chélaté par ~ ' E D T A  telles qu'elles sont 

préconisëes par M V R A S Y I G S  et SKOOG ( 1 9 6 2 )  sont inadaptées à 

la culture in vitro du Phalaenopsis. D'une part, la concentra- 

tion en fer est par elle-même légèrement troo importante, mais 



s u r t o u t  1 ' E D T A  s e  r é v a l e  r a b i q e m e n t  t o x i q u e .  Nous p r é c o n i s o n s  

d o n c  d ' u t i l i s e r  l a  s o l u t i o n  d e  f e r  d e  YTTQASHIGE e t  S Y O O G  

d i l u é s  a u  q u a r t .  

A l o r s  q u e  l e s  é l é m e n t s  m i n é r a u x  t e l s  q u e  l e  c a l c i u m  e t  

l e  magnésium o n t  o e u  d ' i n f l u e n c e  s n r  l e  b o u r q e o n n e m e n t ,  l ' a u g -  

m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  p h o s ~ h o r e  e t  e n  ~ o t a s s i u m  e t  l a  

d i m i n u t i o n  ?e  l a  t e n e u r  e n  a z o t e  a m m o n i a c a l  p a r  r a p p o r t  a u  

m i l i e u  d e  FQYYRSRECH ( 1 9 7 2  a )  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  comme 

m i l i e u  d e  b a s e ,  p r o v o q u e n t  p l u s i e u r s  phénomènes :  

- l e  b o u r q e o n n e m e n t  e s t  f o r t e m e n t  s t i m u l 6 ;  

- 1.a c r o i s s a n c e  d e s  b o u r g e o n s  e s t  r é d u i t e ;  

- m a i s  s u r t o u t  l ' u t i l i s a t i o n  d e  c o n c e n t r a t i o n s  é l e v é e s  

e n  p h o s ~ h o r e  e t  e n  p o t a s s i u m  e n t r a i n e  l ' a p p a r i t i o n  d e  

b o u r g e o n s  s u r n u m é r a i r e s  d e  o e t i t e  t a i l l e  n e  p r o v e n a n t  

Das du  d é v e l o ~ n e m e n t  d e s  m é r i s t è m e s  a x i l l a i r e s .  

Ces o b s e r v a t i o n s  n o u s  o n t  s e m b l é  d e   rime a b o r d  e x t r è m e -  

m e n t  i n t é r e s s a n t e s .  Rn e f f e t  l o r s  d ' e s s a i s  p r é c é d e n t s ,  n o u s  

a v o n s  o b t e n u s  l a  n é o f o r m a t i o n  d e  D r o t o c o r m e s  p a r  c u l t u r e  d e  

b o u r g e o n s  i s o l é s  d e  p e t i t e  t a i l l e .  La p e t i t e  t a i l l e  e t  d o n c  

l a  j u v é n i l i t é  d e s  b o u r q e o n s  s o n t  i n d i s p e n s a b l e s  l a  r é g é n e r a -  

t i o n  d e s  p r o t o c o r m e s ,  é g a l e m e n t  f a v o r i s é e  p a r  l ' e f f e t  d e  m a s s e .  

O r  l o r s a u e  l e s  b o u r q e o n s  o b t e n u s  D a r  c u l t u r e  d e  p o u s s e s  

f e u i l l é e s  s u r  l e  s i l i e u  d e  b a s e  e n r i c h i  e n  P e t  K ,  s o n t  r e f i -  

q u é s  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  o p t i m a l e s  à l a  n é o f o r m a t i o n  d e  p r o t o -  

c o r m e s ,  n o u s  n ' a v o n s  o b s e r v é  p r a t i q u e m e n t  a u c u n  d é v e l o p p e m e n t .  

~ ' a u a m e n t a t i o n  d e  l a  t e n e u r  e n  P e t  K du m i l i e u ,  b i e n  q u e  

f a v o r i s a n t  l a  f o r m a t i o n  d ' u n  q r a n d  nombre  d e  h o u r a e o n s  i n h i b e  

l e u r  d é v e l o p ~ e m e n t .  S e u l e  l a  p r é s e n c e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  

d e  b a n a n e  v e r t e  e t  d e  c h a r b o n  a c t i f  a  p e r m i s  d e  l e v e r  c e t t e  

i n h i b i t i o n ,  m a i s  d a n s  ce c a s  l e  b o u r a e o n n e m e n t  d e s  e x p l a n t a t s  

e t  l e  nombre  d e s  e x ~ l a n t a t s  p r é s e n t a n t  u n e  n é o f o r m a t i o n  d e  

p r o t o c o r m e s  s o n t  f a i b l e s .  

Le phénomène d ' i n h i b i t i o n  d e  l a  c r o i s s a n c e  a p r ë s  u n  

p a s s a q e  s u r  un m i l i e u  à f o r t e s  t e n e u r s  e n  p h o s p h o r e  a  é t é  

é g a l e m e n t  c o n s t a t é  l o r s q u e  l e s  e x o l a n t a t s  s o n t  d e s  p o u s s e s  

f e u i l l é e s  ( p l a n t u l e s  m è r e s ) ,  d e s  p l a n t u l e s  f i l l e s  ou  d e s  



p r o t o c o r m e s .  

N O U S  a v o n s  é g a l e m e n t  é t u d i é  l ' a c t i o n  d e  c e r t a i n e s  s u b s -  

t a n c e s  s u r  l a  p r o l i f é r a t i o n  d e  c l ô n e s  d e  D r o t o c o r m e s  d e  

P h a l a e n o p s i s  o b t e n u s  p a r  c u l t u r e  d e  b o u r g e o n s .  A i n s i  l ' a d d i -  
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t i o n  d e  R A P  à r a i s o n  d e  10 ~ / 1  f a v o r i s e  l a  m u l t i p l i c a t i o n  

d e s  p r o t o c o r m e s  e t  r e t a r d e  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  p l a n t u l e s  

m a i s  un p a s s a g e  s u r  un m i l i e u  à f o r t e  t e n e u r  e n  P e t  K a 

p r o v o q u é  l a  d é g é n é r e s c e n c e  d e s  c l ô n e s  p u i s  l e u r  p e r t e .  

Nous a v o n s  p a r  l a  s u i t e  c h e r c h é  à a p p l i q u e r  n o s  r é s u l t a t s  

a u x  p l a n t u l e s  v é g é t a t i v e s  o b t e n u e s  p a r  c u l t u r e  d e  f r a q m e n t s  d e  

hampes f l o r a l e s .  Le b o u r g e o n n e m e n t  d e s  p o u s s e s  f e u i l l é e s  a  é t é  

o b s e r v é  m a i s  a v e c  d e ç  r é s u l t a t s  f o r t s  d i f f é r e n t s  s e l o n  l e s  

c u l t i v a r s .  

Q u e l q u e s  r é s e r v e s  e t  r e m a r q u e s  d o i v e n t  ê t r e  é m i s e s  q u a n t  

à l ' a p p l i c a t i o n  d e s  t e c h n i q u e s  p r é c é 3 e n t e s  s u r  un  m a t é r i e l  

o b t e n u  p a r  v o i e  v é g é t a t i v e  : 

- l e s  ~ l a n t u l e s  o b t e n u e s  p a r  c u l t u r e  d e  f r a g m e n t s  d e  

hampes s o n t  p h y s i o l o g i q u e m e n t  d i f f é r e n t e s  d e s  p l a n t u l e s  

d e  s e m i s  même à t a i l l e  é g a l e .  En e f f e t ,  n o u s  a v o n s  c o n s -  

t a t é ,  s a n s  t o a t e c o i s  a v o i r  pu  l e  d é m o n t r e r  q u e  l e s  p l a n -  

t u l e s  i s s u e s  d e  b o u r g e o n s  l a t é r a u x  o n t  un c o m p o r t e m e n t  

" p l u s  a g é "  q u e  l e s  p l a n t u l e s  d e  s e m i s  e t  à s t a d e  mor- 

p h o l o g i q u e  é g a l ,  l e u r  é t a t  d e  j u v é n i l i t é  e s t  d i f f é r e n t .  

A i n s i  d e s  p l a n t u l e s  i s s u e s  d e  h o u r g e o n s  l a t é r ~ 7 1 - :  s o n t  

c a p a b l e s  d e  f l e u r i r  e n  1 a n ,  a l o r s  q u e  l e s  ~ L a n t u l e s  

d e  s e m i s  n é c e s s i t e n t  2 1 / 2  a n s  à 3 a n s  d e  c u l t u r e  p o u r  

f l e u r i r .  

- l e s  p o u s s e s  f e u i l l é e s  o b t e n u e s  p a r  c u l t u r e  d e  f r a g m e n t s  

d e  hampes  f l o r a l e s  ne  p e u v e n t  e n t r e r  i m m é d i a t e m e n t  d a n s  

l e  c y c l e  d e  m u l t i p l i c a t i o n  t e l  q u e  nous  l ' a v o n s  d é c r i t ,  

m a i s  d o i v e n t  ê t r e  w r é a l a b l e m e n t  c u l t i v é e s  s u r  un m i l i e u  

a d d i t i o n n é  d e  c h a r b o n  comme s ' i l  f a l l a i t  e f f a c e r  l a  

"mémoi re"  d e s  c u l t u r e s  a n t é r i e u r e s  p o u r  l e u r  o b t e n t i o n  

e n  p r é s e n c e  d e  BAP. 



- D e s  p a s s a g e s  s u c c e s s i f s  s u r  un m i l i e u  f a v o r i s a n t  l e  . 

boungeonnement  e t  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  p l a n t u l e s  f i l l e s  

p e r m e t t e n t  d e  r a j e u n i r  l e s  p o u s s e s  f e u i l l é e s  c e  q u i  

a m é l i o r e  l e u r s  c a p a c i t é s  d e  r é p o n s e  3 l a  p r é s e n c e  d e  

BAP d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  e n  f o r m a n t  s o i t  d e s  

b o u r g e o n s ,  s o i t  d e s  p r o t o c o r m e s ,  p u i s q u e  n o u s  a v i o n s  VU 

q u e  s e u l s  d e s  e x p l a n t a t s  j u v é n i l e s  s o n t  c a p a b l e s  d e  

r é g é n 6 r e r  d e s  p r o t o c o r m e s .  

- Mais  par s u i t e  d ' u n  i n c i d e n t  t e c h n i q u e ,  il n o u s  a  é t é  

i m p o s s i b l e  d e  p o u r s u i v r e  s u r  l e s  p l a n t u l e s  i s s u e s  d e  

b o u r g e o n s  l a t é r a u x ,  l e  c y c l e  Ae m u l t i p l i c a t i o n  t e l  q u ' i l  

a  é t é  d é c r i t  a v e c  l e s  p l a n t u l e s  d e  semis.  

Mous p r o p o s o n s  d o n c  l e  schéma ?e  m u l t i p l i c a t i o n  s u i v a n t  : 

F r a g m e n t s  de hampes f l o r a l e s  
ou  

B o u r q e o n s  l a t é r a u x  e x c i s é s  

m i l i e u  A 

P o u s s e s  f e u i l l é e s  

1 m i l i e u  a 
P l a n t u l e s  

d i s s e c t i o n  d e s  p l a n t u l e s  

F r a g m e n t s  d e  t i g e  

B o u r g e o n s  P l a n t u l e s  f i l l e s  P l a n t u l e s  m è r e s  
/ ( h o u r q a o n s  T < 5mm) 1 

c u l t u r e  e n  m i l i e u  S 
f l a c o n s  . r 

m i l i e u  C r e p i q u a g e s  m i l i e u  C 
4 

C u l t u r e  e n  
f r é q i l e n t s  L r s e r r e  

P r o t o c o r m e s  

m i l i e u  9 o u  ?3 P l a n t u l e s  .- C u l t u r e  e n  s e r r e  



m i l i e u  A : m i l i e u  d e  b a s e  a d d i t i o n n é  d e  2  m g / l  d e  BRP 

m i l i e u  B : m i l i e u  d e  b a s e  a d d i t i o n n é  d e  75 q / l  d e  b a n a n e  v e r t e  

+ 2  g / l  d e  c h a r b o n  a c t i f  

m i l i e u  C : Ca(Y03)  4Y2n 400 mq/1  o u  400 m q / l  

( M S 4 )  ?SO4 300 " 309 " 
KR P O  

2  4 
418 750 " 

f e r  d e  MTTRASHIG*: e t  S K O O G  ( 1 9 6 2 )  d i l u é  a u  1 / 4  

v i t a m i n e s  d e  KOCR (1974  a )  

i n o s i t o l  50 m a / l  

a d é n i n e  20 n a / l  

p e p t o n e  500 m q / l  

t r y p t o n e  500 r n c l / l  

s a c c h a r o s e  5  q / l  

g l u c o s e  i c i  u / l  

B A P  5 . 1 f 6  ~ / 1  

AIA IO- '  H / I .  

a q a r - a g a r  8 , s  q / l  
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m i l i e u  n : m i l i e u  d e  b a s e  + B A P  10 ~ / 1  

+ p e p t o n e  500 mq/l 

+ t r y ~ t o n e  500 m a / l  

C o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  : t0  : 25 5 2 R 0  

l u m i è r e  : p h o t o p é r i o d e  1 S / 9  

i n t e n s i t o  : 500 Lux 

s p e c t r e  : t y p e  Sylvania G r 0  Lux 



L a  m u l t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e  du  P h a l a e n o p s i s  i n  v i v o  e s t  

r é a l i s é e  p a r  a p p l i c a t i o n  d e  BAP s o u s  f o r m e  d e  p â t e  à l a  l a n o -  

l i n e  s u r  l e s  b o u r g e o n s  l a t é r a u x  d e  hampes  f l o r a l e s  q u i  d a n s  

c e r t a i n s  c a s  s e  d é v e l o p p e n t  e n  p o u s s e s  f e u i l l é e s .  

B i e n  q u e  n o s  r é s u l t a t s  s o i e n t  t rès  f r a g m e n t a i r e s ,  i l  

s e m b l e  q u e  l e s  c o n d i t i o n s  d e  t e m p é r a t u r e  é l e v é e  a l l i é e  à u n e  

p h o t o p é r i o d e  l o n g u e  f a v o r i s e n t  l e  d é v e l o p p e m e n t  v é g é t a t i f  d e s  

b o u r g e o n s  l a t é r a u x  m a i s  e n  o i ~ t r e ,  l e  t y q e  d e  d é v e l o p p e m e n t  e s t  

s o u s  l ' i n f l u e n c e  d u  s é n o t v p e  d e  l a  p l a n t e  t r a i t é e  e t  d e  l a  po- 

s i t i o n  a u  b o u r g e o n  s u r  l a  hampe. 

B) LE PAPHIOPEDILUV. - - - - - - - - -  

Le b o u r g e o n n e m e n t  d e  f r a q m e n t s  d e  t i g e  o b t e n u s  p a r  d i s s e c -  

t i o n  de p l a n t u l e s  d e  semis d e  P a p h i o ~ e d i l u m  a  é t é  o b s e r v é  d a n s  

l e s  m ê m e s  c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  q u ' a v e c  l e  P h a l a e n o ~ s i s .  

T o u t e f o i s ,  i l  d e m e u r e  l a  d i f f i c u l t é  e s s e n t i e l l e  d e  l ' o h -  

t e n t i o n  d u  m a t é r i e l  v é g é t a l  p r i m a i r e ,  n o s  e s s a i s  d e  c u l t u r e  

d e  m é r i s t è m e s  p r é l e v é s  s u r  d e s  p l a n t e s  c o n n u e s  a y a n t  é c h o u é .  

L ' a p p l i c a t i o n  d e  SAP s o u s  f o r m e  d e  p â t e  a l a  l a n o l i n e  

p r o v o q u e  é q a l e m e n t  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e s  m é r i s t è m e s  a x i l l a i r e s  

de  p l a n t e s  c u l t i v é e s  e n  s e r r e .  

C )  LE C Y M B I D I U M .  

L ' e f f e t  d e  m a s s e  p r é s e n t é  p a r  d e s  c u l t u r e s  d e  p r o t o c o r m e s  

d e  Cymhidium s e r a i t  du  5 l a  s y n t h S s e  p a r  l e s  p r o t o c o r m e s  d ' u n e  

s u b s t a n c e  s t i m u l a n t e  q u i  m i g r e  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

L ' e f f e t  opt imum d e  l a  d e n s i t é  d e  p o p u l a t i o n  e s t  o b s e r v é  

q u a n d  4 0  e x p l a n t a t s  s o n t  r e p i q u g s ,  s o i t  e n v i r o n  1 g  d e  m a t i è r e  

f r a î c h e  p o u r  100 m l  d e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

L ' a d d i t i o n  d e  RAP a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  f a v o r i s e  l ' a u g m e n -  

t a t i o n  d u  nombre d e  n r o t o c o r m e s  p a r  c u l t u r e  m a i s  i n h i b e  l é g è -  

r e m e n t  l ' a c c r o i s s e m e n t  p o n d é r a l  d e s  c i i l t u r e s  e t  r 6 d u i t  f o r t e -  

ment  l e  p o i d s  d e  c h a q u e  p r o t o c o r m e .  La BAP r e t a r d e  é q a l e m e n t  

l a  d i f f é r e n c i a t i o n  d e s  p l a n t u l e s .  
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