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Effets du type et de la position de I’explant sur I'induction
de cals chez le gerbera (Gerbera jamesonii Bolus)
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Résumé

La callogenése chez le gerbera (Gerbera jamesonii
Bolus ‘Fredigor’) est induite a partir de fragments de
feuilles ou de segments de pédoncules floraux sur un
milieu contenant du 2,4-D 1 mg.I" et de la BA 1 mg.I".
Le taux de callogenése est supérieur pour les explants
foliaires. L’endroit de prélévement de I'explant sur
I'organe influe ce taux qui est plus élevé pour les
explants apicaux. Pour les deux types d’explant, les
cals présentent une bonne croissance, sont compacts,
noduleux et crémeux uniquement sur les milieux de
culture contenant une auxine (2,4-D) et une cytokinine
(BA ou kinétine). La masse de matiére fraiche des cals
dépend du milieu de callogenese, du type et de la
position de I'explant.

Summary

Effects of Explant Kind and Position on Calli
Induction in Gerbera (Gerbera jamesonii Bolus)
Callogenesis in gerbera (Gerbera jamesonii Bolus
‘Fredigor’) was successfully induced from leaves and
floral peduncles on a medium containing 1 mg.I"' 2.4-D
and 1 mg.I"" BA. Explant source and position had clear
effects on callogenesis rate. This was higher for leaf
explants and apical positions. Calli growth was good
for the two kinds of explants. Calli were compact,
nodulous and creamy only on media containing auxin
(2.,4-D) and cytokinin (BA or kinetin). Fresh weight of
calli depends of callogenesis medium, explants source
and position.

Introduction

Le gerbera (Gerbera jamesonii Bolus) est une espéce
florale, originaire d’Afrique du Sud et d’Asie, trés
appréciée pour la qualité de ses capitules et utilisée
pour la fleur coupée et les potées fleuries. Elle présente
actuellement un important intérét commercial et est
cultivée partout dans le monde. La multiplication
du gerbera par les méthodes conventionnelles est
confrontée a de nombreux problémes, notamment
phytosanitaires. En effet, cette espéce peut étre
attaquée par plusieurs maladies particulierement
Phytophthora cryptogea. De plus, la multiplication
végétative traditionnelle par bouturage ou par division
de touffes est lente et se fait a un taux assez faible
(12). La multiplication sexuée reste limitée en raison
d’une faculté germinative courte des graines (1 a
2 mois) (14), d’une forte hétérozygotie et du temps
assez long que la plante met pour fleurir. D’autre
part, la variabilité génétique chez le genre Gerbera
étant relativement limitée, le potentiel d’obtention
de nouvelles couleurs ou de résistance aux stress
biotiques ou abiotiques est également faible (9). Ainsi,
la régénération de bourgeons adventifs a partir de
cals peut étre exploitée a la fois pour la multiplication
végétative de type conforme de cette espéce et pour
I’obtention d’une variabilité génétique pouvant aboutir
a un matériel végétal nouveau. Les techniques de
mise en culture, de multiplication et d’enracinement

ont été décrites par plusieurs auteurs (4, 5, 6, 8, 12)
et I'activité callogéne peut avoir lieu a partir de divers
types d’explants: feuilles (1, 3, 10), pétales (2) ou
fragments de capitule (11, 13).

L'objectif du présent travail est d’étudier la callogenese
chez le gerbera a partir d’explants foliaires et
pédonculaires prélevés a différentes positions sur ces
organes.

Matériel et méthodes

L’étude porte sur le clone de gerbera (Gerbera
jamesonii Bolus) ‘Fredigor’. Les explants sont prélevés
a partir de feuilles et de pédoncules floraux vigoureux
présentant un état sanitaire sain, sans nécroses, et
prélevés sur des plantes-méres cultivées sous abri-
serre plastique. La désinfection des explants est faite
d’abord par trempage dans une solution d’alcool 90°
pendant 5 minutes puis transférés dans une solution de
chlorure de mercure pendant 5 minutes. Les explants
sont ensuite trempés dans I’eau de javel pendant 15
minutes puis rincés 3 fois a I'eau distillée stérilisée. Le
milieu de culture est celui de Murashige et Skoog (MS)
(7) additionné de différentes hormones de croissance
de fagon a avoir les milieux de callogenése suivants:
M1= milieu MS

M2= milieu MS + 2,4-D 1 mg.I"!
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M3= milieu MS + 2,4-D 0,5 mg.I"" + Kin 0,5 mg.I"
M4= milieu MS + 2,4-D 1 mg.I"" + BA 1 mg.I"!

M5= milieu MS + 2,4-D 1 mg.I"" + BA 0,5 mg.I"' + Kin
0,5 mg.I"

Les milieux de culture sont solidifiés en ajoutant I'agar-
agar a raison de 6,6 g.I"" et leur pH est ajusté a 5,8.
Les explants foliaires sont coupés en morceaux
de 5 mm de cbté et prélevés des positions apicale,
médiane ou basale sur la feuille. Les explants de
pédoncules floraux sont coupés en segments de 5 mm
de longueur et prélevés également selon une position
apicale, médiane ou basale sur le pédoncule floral.
Les explants sont placés individuellement en tubes a
essai en verre pyrex de 20 mm de diamétre et 20 cm
de longueur. Les cultures sont placées en phytotron
a une température de 27-28 °C et a I'obscurité
pendant 5 semaines pour favoriser la formation et la
croissance des cals (3). Chaque traitement comporte
48 explants.

Résultats

1. Callogeneése a partir de feuilles

Linitiation de cals sur les explants foliaires est
stimulée par la présence d’hormones de croissance
dans le milieu. La formation de cal commence des
la 3°m semaine de culture (Tableau 1). L’incubation
des explants sur le milieu M1 dépourvu d’hormones
se solde par une absence totale d’activité cellulaire
durant toute la période de culture et par la présence
de nécroses sur la totalité des explants. Le milieu M1
n’est donc pas susceptible d’induire des cals a partir
des feuilles. L'addition du 2,4-D 0,5 a 1 mg.I"" au milieu
de culture, seul ou en association avec BA et/ou Kin,
a permis I'induction de cals, a des taux différents, sur
la majorité des explants. La présence de 2,4-D dans
le milieu de culture (milieu M2) permet de donner,

apres 4 semaines, un taux tres faible de cal (18%). De
plus, les cals sont friables, de couleur brunétre et leur
croissance est moyenne. lls sont compacts, noduleux,
crémeux et présentent une trés bonne croissance sur
les milieux contenant une association d’auxine et de
cytokinine (milieux M3 et M4).

Pour ces milieux, les feuilles deviennent le siege d’'une
activité callogéne trés intense et généralisée. Quelque
soit le milieu, I'activité callogéne ne se déclenche qu’a
partir de la troisieme semaine de culture. La nature de
la cytokinine a un effet sur la formation de cals. Ainsi,
en présence de BA (milieu M4), le taux de callogenése
est plus élevé (82%) qu’en présence de kinétine
(milieu M3) (66%). D’autre part, la combinaison du
2,4-D 1 mg.I"+ BA 0,5 mg.I" + Kin 0,5 mg.I"" (milieu
M5) se révéle plus favorable a la callogenése (83,8%),
cependant, la croissance du cal est moyenne, a une
structure friable et se trouve dispersé sur toute la
surface de I'explant. A la 5°™ semaine de culture, nous
avons pu déterminer le comportement callogene des
explants selon leurs positions sur la feuille ainsi que
la masse de matiére fraiche des cals. Quelque soit
le milieu utilisé, le taux de callogenése augmente en
allant de la position basale a la médiane et a I'apicale
(Tableau 2). Pour cette derniere, ce sont les milieux M4
et M5 qui paraissent les plus favorables a I'induction
de cals.

La masse de matiére fraiche des cals dépend du milieu
de callogenése et de la position de I’explant (Figure 1).
En effet, cette masse est la plus élevée sur le milieu
M4 (92 mg) et la plus faible sur le milieu M2 (50 mg).
Sur les milieux M3 et M5, la masse moyenne des cals
est comparable et est de 68 mg. Sur tous les milieux
de culture, ce paramétre augmente en allant de la
position apicale a la basale et a la médiane. Ainsi, sur
le milieu M4, les masses respectives des cals sont de
79, 91 et 100 mg.

Tableau 1
Pourcentage de callogenése chez des fragments de feuilles de gerbera (Gerbera jamesonii ‘Fredigor’) cultivés sur les milieux M2
(MS + 2,4-D), M3 (MS + 2,4-D + Kin), M4 (MS + 2,4-D + BA) et M5 (MS + 2,4-D + BA + Kin)

Durée de la culture M2 M3 M4 M5

Semaine 3 9+0,8a 50+3,7b 50+3,5b 416+2,7cC
Semaine 4 182+1,6d 58,3+42e 72,7 £6,1fg 75 +6,4fg
Semaine 5 182+1,6d 66,6 + 5,4ef 81,8+6,89g 83,8+69¢g

Nombre d’explants par traitement : 48.

Les valeurs, avec intervalles de sécurité, suivies de lettres distinctes sont significativement différentes au seuil 5%.

Tableau 2
Effet de la position de ’explant sur le pourcentage de callogenése chez des fragments de feuilles de gerbera
(Gerbera jamesonii ‘Fredigor’) cultivés pendant 5 semaines sur les milieux M2 (MS + 2,4-D), M3 (MS + 2,4-D + Kin),
M4 (MS + 2,4-D + BA) et M5 (MS + 2,4-D + BA + Kin)

Position de I'explant M2 M3 M4 M5
Apicale 0 25,0 +2,0ad 343+26Db 354+27Db
Médiane 182+1,6¢C 21,4 +1,8 ace 31,2+2,4bd 27,3 +2,3d
Basale 0 202 +1,6e 16,3+ 1,8f 21,1+19ae

Nombre d’explants par traitement: 16.

Les valeurs, avec intervalles de sécurité, suivies de lettres distinctes sont significativement différentes au seuil 5%.
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Masse de matiére fraiche des cals (mg)

M2,A M2,M M2B M3,A M3M M3B M4A M4,M M4,B M5A M5M M5B
Milieux de callogenése et positions de I'explant
Figure 1: Masse de matiere fraiche des cals issus de fragments
de feuilles de gerbera (Gerbera jamesonii ‘Fredigor’)
prélevés des positions apicale (A), médiane (M) ou basale
(B) sur I'organe et cultivés pendant 5 semaines sur les
milieux M2 (MS + 2,4-D), M3 (MS + 2,4-D + Kin), M4 (MS
+ 2,4-D + BA) et M5 (MS + 2,4-D + BA + Kin).

2. Callogenése a partir de pédoncules floraux

Sur les milieux M1 (témoin), M2 (2,4-D) et M5
(2,4-D+BA+Kin), aucune activité cellulaire n’a été
enregistrée aprés 5 semaines de culture (Tableau 3).
D’autre part, la réponse de ce type d’explant est tres
limitée et le taux de callogenése est trés faible (8 a
10%). Ce sont seulement les milieux M3 (2,4-D+Kin)
et M4 (2,4-D+BA) qui permettent d’obtenir des cals
qui sont noduleux, de couleur crémeuse et présentant
une bonne croissance. La formation de cal débute a
la 3*™ semaine de culture mais son taux n’évolue pas
tout au long de la culture. Les explants pédonculaires
qui ont donné des cals sont tous issus de la partie
apicale du pédoncule floral. Pour les explants prélevés
a la base et sur la partie médiane, la callogenése fait
totalement défaut.

La masse de matiere fraiche des cals dépend du
milieu de culture et elle est plus élevée sur le milieu
M4 (96 mg) que sur le milieu M3 (71 mg).

Tableau 3
Pourcentage de callogenése chez des segments de pédoncules
floraux de gerbera (Gerbera jamesonii ‘Fredigor’) cultivés sur
les milieux M3 (MS + 2,4-D + Kin) et M4 (MS + 2,4-D + BA)

Durée de la culture M3 M4

Semaine 3 83+0,6a 9,7+0,8a
Semaine 4 83+0,6a 9,7+0,8a
Semaine 5 83+0,6a 9,7+0,8a

Nombre d’explants par traitement: 48.
Les valeurs, avec intervalles de sécurité, suivies de lettres distinctes
sont significativement différentes au seuil 5%.

Discussion

Dans notre expérimentation et en absence d’hormones
de croissance dans le milieu, la formation de cal a partir
de feuilles et de pédoncules floraux était totalement
inhibée. Ce méme résultat a été obtenu par Kumar et
Kanwar (2, 3). L'addition du 2,4-D 1 mg.I"" au milieu
de culture permet d’avoir une callogenese seulement
chez les explants foliaires, toutefois, son taux reste
tres faible (18%) contrairement a Kumar et Kanwar (3)
qui obtiennent, un taux plus élevé (93%), dans ces
mémes conditions.

La présence d’une cytokinine (kinétine ou BA) avec le
2,4-D a amélioré nettement la formation de cals sur
les explants foliaires, cependant, son taux dépend
de la nature de la cytokinine; il est plus élevé avec
la BA gu’avec la kinétine. Dans ces conditions, les
cals sont compacts et noduleux et présentent une
tres bonne croissance. Des résultats similaires sont
aussi obtenus par Kumar et Kanwar (3). Lutilisation
de la BA a induit une importante formation de cal
(91%) alors qu’avec la kinétine, le pourcentage de
callogenése est faible (27%). Dans le cas des explants
pédonculaires, la présence de l'auxine (2,4-D) et
d’une cytokinine (kinétine ou BA) est nécessaire a la
formation de cals mais son taux reste trés faible et ne
s’améliore pas tout au long de la culture. Ce blocage
de I'activité cellulaire pourrait étre probablement di
a un épuisement du milieu ou a une dégradation du
régulateur de croissance par autoclavage.
L'association de deux cytokinines (BA et kinétine)
avec le 2,4-D améliore I'activité callogéne chez les
explants foliaires mais la croissance et la qualité des
cals se trouvent diminuées. L'effet d’antagonisme
entre les deux cytokinines pourrait étre a I'origine de
cette diminution. Ce type de milieu inhibe, par contre,
la formation de cals chez les pédoncules floraux.
D’autres équilibres hormonaux peuvent étre également
favorables a la formation de cals chez le gerbera
comme I’ANA et la BAP (1) ou I'AlA et la kinétine ou
’AlA et la BAP (13).

Le taux de callogenése dépend de la position de
’explant utilisé. En effet, il augmente en allant de
la position basale, a la médiane et a I'apicale sur
la feuille. Par contre, la formation de cals sur les
explants pédonculaires n’est possible que lorsqu’ils
sont prélevés sur la partie apicale du pédoncule floral.
L'effet de la position de I’explant a été signalé chez
le gerbera chez d’autres types d’explant et Tan Nhut
et al. (12) ont montré que les couches externes du
réceptacle floral sont plus favorables a I'induction
de cals que les couches médianes, mais le taux
de callogenese est tres faible dans ce cas et n’est,
respectivement, que de 10 et 0%. Par contre, ce sont
les couches médianes qui se sont avérées les plus
intéressantes pour la régénération des pousses.

La masse de matiere fraiche des cals dépend du milieu
de callogenése, du type et de la position de I’explant.
En effet, c’est le milieu contenant 2,4-D 1 mg.I"" + BA
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1 mg.I"" qui a permis d’obtenir les cals les plus gros.
Ce parameétre est plus élevé avec les cals issus des
pédoncules floraux qu’avec ceux issus des feuilles.
La masse des cals foliaires augmente en allant de la
position apicale a la basale et a la médiane. Ainsi et
selon le milieu de culture, la masse des cals issus des
explants apicaux et basaux représente respectivement
75 a 83% et 87 a 91% de celle des cals issus des
explants médians.

Conclusion

La callogenése chez le gerbera est possible a partir
d’explants de feuilles ou de pédoncules floraux,
toutefois, elle est nettement meilleure chez les explants
foliaires. En effet, le taux de callogenése atteint, apres

5 semaines de culture, 10 et 82%, respectivement pour
les segments de pédoncules floraux et les explants
foliaires. La présence d’une auxine (2,4-D) et d’une
cytokinine (BA) est trés favorable a I'induction de cals.
Un gradient acropéte a été observé chez les explants
foliaires alors que seuls les explants de pédoncules
floraux d’origine apicale ont formé des cals.

En tenant compte du taux de callogenese et de la
qualité des cals (aspect, structure, croissance, masse
de matiere fraiche), c’est le milieu contenant 2,4-D 1
mg.I"" + BA 1 mg.I"" qui s’est avéré le plus favorable.
Il seraitintéressant d’étudier par la suite lanéoformation
de bourgeons et la régénération de pousses a partir
de ces cals pour pouvoir exploiter la variabilité
somaclonale dans I'amélioration de cette espéce.
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