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Résumé

Pour la mise au point d’une technique de micropropagation
et de bulbaison de glaieul (Gladiolus grandiflorus Hort.), des
essais in vitro sont entrepris sur les deux cultivars ‘Peter
pears’ et ‘White friendship’. Les explants utilisés sont
constitués par des bourgeons apicaux de 2 a 3 mm de cété
prélevés a partir des cormes. L’initiation et la multiplication
in vitro sont réalisées, pour les deux cultivars, sur un milieu
de base MS additionné de 2 mg.I'" BA et 0,5 mg.I"AIB.
L’enracinement et la bulbaison in vitro sont obtenus aprés un
séjour dans un premier milieu gélosé contenant, en plus du
milieu de base MS; 0,5 mg.I"" d’AIB sur lequel a été ajouté,
30 jours plus tard, un méme milieu mais sans agar et riche
en saccharose (6%).

Summary

In vitro Multiplication and Bulb Formation of (Gladiolus
grandiflorus Hort.)

In order to set up a new bulb formation and micropropagation
of gladiolus in vitro, trials were undertaken using two
ornemental gladiolus cultivars ‘Peter pears’ and ‘White
friend ship’. The explants used are apical buds with 2 to
3 mm length taken from the cormes. In vitro initiation and
multiplication were done for the two cultivars on Murashige
and Skoog medium to which 2 mg. I of BA and 0.5 mgl-'
of AIB were added. In vitro root development and bulb
formation have been occurred in MS Agar Agar medium with
0.5 mg.I" of AIB 30 days later than the same MS medium
containing 6% of saccharose and without Agar.

Introduction

Parmi les espéces florales les plus cultivées pour la fleur
coupée, le glaieul jouit d’une grande considération. Sa
commercialisation bénéficie d’'une demande importante
de la part des consommateurs. Le marché européen,
importateur de fleurs coupées, peut constituer pour les
producteurs du glaieul en Tunisie un marché potentiel et
intéressant. Cependant, cette production est handicapée
par la non disponibilité de bulbes qui sont jusqu’aujourd’hui
totalement importés. En effet, la bulbiculture pourrait étre
a la portée des horticulteurs locaux a condition de mettre
au point un itinéraire technique de production de bulbes
accessible. Cet itinéraire passe nécessairement par la
maitrise de la multiplication in vitro de cette espece.

Depuis 1970, la multiplication in vitro du glaieul (Gladiolus
grandiflorus Hort.) a suscité I'intérét de plusieurs chercheurs
(1, 6, 10, 11). Les explants, généralement utilisés, sont
constitués par des bourgeons apicaux prélevés sur les
cormes. La culture d’apex méristématique associée a la
micropropagation est aussi utilisée chez cette espéce pour
I’obtention de plantes indemnes de virus (1, 7).

L’ objectif de ce travail est la mise au point d’'une technique
de multiplication et de bulbaison in vitro de glaieul qui peut
constituer, dans nos conditions, une approche servant dans
I’élaboration des schémas de bulbiculture.

Matériel et méthodes

Les explants utilisés proviennent de deux cultivars de glaieul
a savoir: ‘Peter pears’ et ‘White friendship’ reconnus pour
leurs aptitudes a la floraison hivernale. Les explants sont
constitués par des bourgeons apicaux de 2 a 3 mm de cété
prélevés sur des cormes.

Le milieu de base utilisé est constitué de sels minéraux et
de vitamines de Murashige et Skoog (8) et de saccharose
a 30 g.I. Le pH est ajusté a 5,8. Le milieu de culture est
solidifié a I'agar (6 g.I).

Pour I’évolution des explants, I’AIB [acide (-indole butyrique]
et la BA (benzyladénine) ont été utilisés. Cing milieux de
cultures a des concentrations variées d’hormones ont été

testés: Milieu 1 (sans hormone), Milieu 2 (1 mg.I"' AIB), Milieu
3 (1 mg.I"" BA), Milieu 4 (2 mg.I"" BA et 0,5 mg.I"" AIB), Milieu
5 (2 mg.I" AIB et 0,5 mg.I"" BA). Les observations faites,
aprés quatre semaines de culture, ont porté sur I’évolution
de I'explant vers I'émission de racines, la formation de cals
ou vers le bourgeonnement axillaire.

A la lumiere de I'essai précédent et dans les subcultures de
multiplication, deux milieux de cultures ont été testés pour
évaluer le taux du bourgeonnement axillaire et la qualité des
pousses obtenues: Milieu 3 (1 mg.I" BA), Milieu 4 (2 mg.I"'
BA et 0,5 mg.I""AIB). Les observations faites apres quatre
semaines de culture ont porté sur le taux de multiplication
et la présence ou I'absence de feuilles. Pour I’élongation
des pousses obtenues par cette voie, les propagules ont
été cultivées, pendant trois semaines, sur un milieu sans
hormones.

Des essais d’enracinement ont été conduits sur différents
milieux de culture contenant le milieu de base MS additionné
d’AIB a 5 concentrations (0; 0,1; 0,5; 1 et 5 mg.I""). Les
sels minéraux ont été dilués de moitié et tous les milieux
de culture ont été additionnés de 2 g.I'" de charbon actif
et solidifiés par I'agar (6 g.I""). Les observations ont porté
sur la fréquence d’apparition, le nombre et la longueur des
racines.

La formation des cormes a été évaluée apres 60 jours de
culture sur des milieux de culture a deux phases. Une phase
solide constituée par le milieu d’enracinement et une phase
liquide, aux mémes concentrations, additionnée, 30 jours
plus tard, au méme milieu.

Les effets de la concentration en saccharose sur la formation
de cormes de glaieul ont été étudiés. Le saccharose a été
utilisé a 5 concentrations (0; 1,5; 3; 6 et 8%) et ajouté a un
milieu de culture contenant le milieu de base MS dont les
sels minéraux ont été dilués de moitié et additionnés de 0,5
mg.I"" d’AIB. Ce milieu a donné dans les essais précédents
de bulbaison in vitro et chez les deux cultivars des bulbes
plus importants de poids et de calibre par rapport aux
autres milieux de culture testés (Tableau 4).
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Tableau 1
Effets de la BA associée a I’AIB sur le développement des bourgeons apicaux prélevés a partir de cormes de glaieul (Gladiolus
grandiflorus Hort.), Cultivars: ‘Peter pears’ et ‘White friendship’, aprés 4 semaines de culture in vitro (n= 24)

Numéro du milieu de culture Nature et concentration des hormones (mg.I"") Cultivars

Racines (%) Cals (%) Bourgeons (%)

1 Sans hormone PP 100 16 10
WE 100 15 5
2 AlB 1 PP 100 25 8
WF 100 30 6
3 BA 1 PP 0 0 100
WF 0 2 100
4 AlB 0,5; BA 2 PP 0 0 100
WF 0 0 100
5 AIB 2; BA 0,5 PP 45 14 11
WE 36 16 4

Racines %= pourcentage d’explants ayant formé des racines. Cals %= pourcentage d’explants ayant formé des cals. Bourgeons %=
pourcentage d’explants ayant formé des bourgeons. PP: cv.‘Peter pears’ WF: cv.‘White friendship’.

Tableau 2
Effets de la BA et de I’AIB sur la multiplication et la longueur des pousses axillaires produites in vitro a partir de bourgeons
apicaux de cormes de glaieul (Gladiolus grandiflorus Hort.), Cultivars: ‘Peter pears’ et ‘White friendship’ (n= 24)

Nature et concentration des Cultivars Taux de Longueur des pousses (%)
phytohormones (mg.l") multiplication >a0,5¢cm <a0,5cm
Milieu 4 BA 2; AIB 0,5 Peter pears 4,6 +0,16 a 60 40
White friendship 4,4 +0,22 a 55 45
Milieu 3 BA 1 Peter pears 4,9+ 0,27 a 0 100
White friendship 48=+0,19a 0 100

Les moyennes, avec écarts-type, de la méme colonne suivies de la méme lettre ne différent pas entre elles selon le test de PPDS au seuil

de 1%.

Les cultures sont réalisées dans des tubes a essai (diamétre
16 mm, longueur 100 mm) pour la phase de multiplication.
L'enracinement et la bulbaison ont été conduits dans des
bocaux de 750 ml de volume. Tous les essais ont été
conduits a une photopériode de 16 heures, une intensité
lumineuse de 36 umol.m?2. s et a une température de 23
=1 °C.

Les essais ont été conduits selon des dispositifs
expérimentaux en Split Plot avec trois répétitions. Le premier
facteur correspond aux cultivars. Le second correspond aux
différentes concentrations des différents additifs (hormones,
saccharose). Chaque unité expérimentale relative a un
traitement dans un bloc a comporté 24 explants. Le test
a la PPDS au seuil 1% a servi pour la comparaison des
moyennes.

Résultats et discussion

Initiation de la culture

Les résultats des effets de la BA et de I'AIB sur le
développement des bourgeons apicaux des cormes des
deux cultivars ‘Peter pears’ et ‘White friendship’ sont
rapportés dans le tableau 1. Il montre une différence de
réponse des explants aux milieux de cultures testés.
L'enracinement a été général (100%) sur le milieu sans
hormones et sur celui additionné de 1 mg.I" d’AIB. Ces
résultats se rapprochent de ceux qu’Hamann (5) a obtenu
sur le glaieul aprés repiquage de pousses individualisées
sur un milieu dépourvu de régulateurs de croissance. En
outre, sur les mémes milieux et chez les deux cultivars, les
explants développent peu de bourgeons. La formation de
cals a été observée sur le milieu sans hormones et sur les
milieux ou le rapport auxine/cytokinine est supérieur a 1.
Cette évolution ne concerne pas tous les explants (14 a
30%). En effet, d’apres Ziv et Lilien-Kipnis (12) le milieu le
plus favorable a la callogenése est un milieu MS avec des
fortes concentrations en ANA ou en 2,4-D. Dans notre cas,
la formation modérée de cals semble provenir des auxines
endogénes et de I’AIB additionné au milieu de culture. Cette

auxine n’a pas été décrite a action callogene. Sur les milieux
3 et4 oulaBA estdominante, la caulogenése est importante,
tous les explants ont donné des bourgeons. Les deux milieux
3 et 4 ont été retenus pour les essais de multiplication. Les
deux cultivars (Peter pears et White friendship) présentent
des réactions relativement homogenes. lls expriment une
réponse organogéne, pratiquement, équivalente. Il est
important de signaler que les hormones ont eu les effets
prévisibles sur les pousses mises en culture. Les cytokinines
entrainent essentiellement la formation de bourgeons, les
auxines favorisent la formation de cals et de racines.

Multiplication

Au cours de la premiére subculture qui a duré quatre
semaines, le taux de multiplication n’a pas varié
significativement pour les deux cultivars testés (Tableau 2).
A partir d’une pousse unique, il se forme environ 5 pousses
axillaires grace a la présence de la cytokinine dans les deux
milieux de culture 3 et 4 (Figure 1A). Ce taux de prolifération
n'‘a pas présenté de variation lors des subcultures
suivantes.

Les pousses, de longueur supérieure a 0,5 cm, n’ont été
observées que dans le milieu 4 contenant 2 mg.I"" BA et 0,5
mg.I"'AIB, la présence d’une auxine dans ce milieu semble
nécessaire a I'allongement des pousses (Tableau 2).

Les pousses de longueur inférieure a 0,5 cm produites in
vitro ont été reprises sur un milieu de base MS sans hormone
qui favorise leur élongation et facilite leur individualisation.

Enracinement et bulbaison

Les essais d’enracinement in vitro ont abouti a une
rhizogenese générale des pousses mises en culture. Par
contre, le nombre et la longueur des pousses ont varié
significativement entre les différents traitements a I'AIB
(Tableau 3). Le nombre le plus élevé de racines a été obtenu
sur les milieux additionnés de 0,5et 1 mg.I" d’AIB. Les
racines les plus longues ont été obtenues sur le milieu
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Tableau 3
Effets de I’AIB sur 'enracinement des pousses axillaires produites in vitro a partir de bourgeons apicaux de cormes de glaieul
(Gladiolus grandiflorus Hort.), Cultivars: ‘Peter pears’ et ‘White friendship’ (n= 24)

AIB (mg.I") Cultivars Pousses enracinées (%) Nombre de racines par vitroplant ~ Longueur moyenne des racines (cm)
0 PP 100 3,1+0,12 d 1,5+0,09 ab
WE 100 29+017 d 09+011 ¢
0,1 PP 100 3,5+0,24 ¢ 0,9+0,07 c
WE 100 3,3+0,18 cd 1,1 +0,15 bc
0,5 PP 100 54+0,20 a 1,2+ 0,13 bc
WF 100 57+ 0,32a 1,4+0,09 b
1 PP 100 5,6 +0,27 a 1,7+0,12 a
WE 100 54+019 a 1,5+0,08 ab
5 PP 100 3,6 +0,26 ¢ 1,3£0,11 b
WF 100 49+0,31 b 1,3+0,09 b

Les moyennes, avec écarts-type, de la méme colonne suivies, de la méme lettre ne différent pas entre elles selon le test de PPDS au seuil

de 1%. PP: cv. ‘Peter pears’ et WF: cv. ‘White friendship’.

Tableau 4
Effets de I’AIB sur la bulbaison in vitro des pousses produites in vitro a partir de bourgeons apicaux de cormes de glaieul
(Gladiolus grandiflorus Hort.), Cultivars: ‘Peter pears’ et ‘White friendship’ aprés 60 jours de culture sur un milieu double phase (n=24)

AIB (mg.I" Cultivars Bulbaison % Poids frais de la corme (g) Circonférence de la corme (cm)
0 PP 100 0,24 = 0,08 c 2,1+0,13 bc
WF 100 0,26 = 0,07 bc 2,3+0,10 b
0,1 PP 100 0,30 =£0,10 ab 2,7+0,15 ab
WF 100 0,29 = 0,08 ab 2,2+0,16 bc
0,5 PP 100 0,36 £ 0,08 a 29+0,12 a
WF 100 0,34 0,09 a 2,8+0,14 a
1 PP 100 0,34+ 0,06 a 3,1+0,13 a
WF 100 0,33+0,05 a 29+0,18 a
5 PP 100 0,31 £0,07 ab 29+0,10 a
WF 100 0,35+0,06 a 2,7+0,16 ab

Les moyennes, avec écarts-type, de la méme colonne suivies, de la méme lettre ne différent pas entre elles selon le test de PPDS au seuil

de 1%. PP: cv. ‘Peter pears’ et WF: cv. ‘White friendship’.

additionné de 1 mg.I"d’AIB. L'enracinement du témoin
s’explique probablement par une haute teneur en auxines
endogenes. L'apport exogéne d’AlB semble améliorer
globalement la rhizogeneése. Il y a lieu de remarquer aussi
que le nombre de racines par pousse diminue lorsque la
concentration d’AIB atteint 5 mg.I". Cette concentration
devient alors nocive a la rhizogenése.

En ce qui concerne la bulbaison in vitro, le tableau 4 résume
les principales informations a ce propos. En effet, toutes les
pousses ont donné des bulbes (Figure 1B) mais la différence
d’expression se trouve aux niveaux du poids et du calibre
des cormes. Le poids et le calibre les plus élevés ont été
obtenus sur les milieux enrichis de 0,5; 1 ou 5 mg.I"" d’AIB.
Le milieu témoin favorise la formation de bulbes mais ne
semble pas stimuler leur grossissement.

Les résultats présentés dans le tableau 5 concernant les
effets de la concentration en saccharose sur la bulbaison
in vitro du glaieul ont montré une différence significative
au niveau du calibre et du poids frais des cormes entre les
différents traitements. Cependant, la fréquence d’apparition
des cormes n’a pas varié avec la variation du milieu de
culture. Les poids frais et les calibres les plus élevés ont
été obtenus avec les fortes concentrations en saccharose
(6 et 8%). Une faible dose de sucre (1,5%) ou son absence
n’empéche pas la bulbaison, mais elle constitue un facteur
limitant du grossissement des cormes.

Chez plusieurs espéces a organes de réserves tubérisés,
les concentrations relativement plus élevées que la
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concentration habituellement utilisée en culture in vitro (2 a
3%) favorisent la formation et le grossissement des bulbes.
Chez la tulipe, la bulbaison in vitro est favorisée en présence
de 4 a 6% de saccharose (9). Pour Takayama et Misawa cité
par Dantu et Bhojwani (3) chez le lys, le nombre de bulbes
formés est le plus élevé lorsqu’on utilise le saccharose a
une concentration de 9%. Pour Espinosa (4) et Bettaieb et
al. (2) chez la pomme de terre, la tubérisation in vitro est
favorisée par des teneurs de 6% en saccharose

Conclusion

La micropropagation du glaieul est possible a partir de
bourgeons apicaux prélevés a partir de cormes. Linitiation
et la multiplication in vitro de cette plante sont réalisées
sur un milieu de base MS additionné de 2 mg.I""' BA et 0,5
mg.I""AIB. Un milieu de culture additionné de 1 mg.I"' de BA
favorise le méme taux de multiplication, mais les pousses
obtenues sont en grande partie (40 a 45%) de faibles
longueurs (inférieures a 0,5 cm).

L'enracinement et la bulbaison in vitro sont obtenus aprés
un séjour dans un premier milieu gélosé contenant, en plus
du milieu de base MS, 0,5 mg.I" d’AIB sur lequel a été
ajouté, 30 jours plus tard, un méme milieu mais sans agar et
riche en saccharose (6%).

Cette voie de micropropagation du glaieul, permettant une
obtention massive de vitrobulbes, pourrait étre exploitée
dans les programmes de bulbiculture de cette espéce.
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Tableau 5
Effets de la concentration en saccharose sur la bulbaison de pousses produites in vitro a partir de bourgeons apicaux de cormes de glaieul
(Gladiolus grandiflorus Hort.), Cultivars: ‘Peter pears’ et ‘White friendship’, aprés 60 jours de culture sur un milieu double phase (n=24)

Concentration en saccharose (%)  Cultivars Bulbaison (%) Poids frais du corme (g) Circonférence du corme (cm)
0 PP 100 0,14 0,07 d 0,9+0,10 d
WE 100 0,16 + 0,09 d 1,0+0,09 d
1,5 PP 100 0,28 £ 0,06 c 210,13 ¢
WF 100 0,30+0,07 ¢ 2,0+014 ¢
3 PP 100 0,36 £ 0,05 b 290,12 b
WE 100 0,34+007 b 28+016 b
6 PP 100 0,41+ 0,06 a 32+0,17 a
WF 100 0,39 + 0,09 ab 33+0,15 a
8 PP 100 0,42 £ 0,08 a 3,1+0,16 ab
WF 100 0,40 £ 0,07 a 32+0,14 a

Les moyennes, avec écarts-type, de la méme colonne suivies, de la méme lettre ne différent pas entre elles selon le test de PPDS au seuil
de 1%. PP: cv. ‘Peter pears’ et WF: cv. ‘White friendship’.

Figure 1: Multiplication et bulbaison in vitro du glaieul cv. ‘Peter pears’.
A: Multiplication (Milieu MS + 2 mg.I" de BA et 0,5 mg.I"" d’AIB). B: Enracinement et bulbaison dans un milieu double phase
(Milieu MS + 0,5 mg.I"" d’AIB et 6% de saccharose).
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