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Avant - Propos

Les résultats des recherches qui font 1'objet du présent mémoire ont été obtenus
en grande partie au Laboratoire du Phytotron du C.N.R.S. & Gif-sur-Yvette, sous la direc-
tion de ilonsieur le Professeur P, CHOUARD, et au ILaboratoire de Physiologie de la croissance

et du développement des plantes tropicales de 1'0.R.3.T.0.i. & Bondy.

Pour réaliser un tel travail, les idées et le matériel ne suffisent pas; les re-
lations comptent pour beaucoup. A cet égard, j'ai eu lz chance de ne jamais sentir autour
de moi ni vide ni indifférence, mais de trouver, que ce soit parmi mes maltres et mes supé-
rieurs ou parmi mes collégues et le personnel des laboratoires que j'ai fréquentés, la con-
fiance, la compréhension, ainsi qu'une aide amicale et efficace. C'est la raison pour la-
quelle j'ai contracté de nombreuses dettes de gratitude.

Monsieur le Professeur P, CHOUARD, qui fut mon maltre peundant ces vingt dernidres
années, m'a fait bénéficier de son enseignement et de son érudition et, malgré les charges
écrasantes qui 1l'accablaient de plus en plus, il n'a jamais cessé de m'encourager, de suivre
mes travaux avec intérét, d'aplanir toutes les difficultés et cela, toujours avec la plus
grande bienveillance et une infinie bonté. Clest lui qui a éveillé en moi un intérét crois-
sant pour la Physiologiec végétale. 11 me fait 1l'honneur de prdsider le Jury de cette theése
et je voudrais lui dire combien je 1l'en remercie du fond du coeur et l'assurer de ma pro-
fonde reconnaissance et de mon fidele attachement.

Je désire associer & cet hommage Monsieur le Professeur P. CHAMPAGNAT : je puis
en effet affirmer que, sans son impulsion, sans la confiance qu'il m'a témoignée, sans les
précieux conseils qu'il m'a prodigués toujours avec tant de bienveillance, ce travail n'au-
rait sans doute jamais vu le jour. J'ai bénéficié de ses connaissances trés étendues et
précises et, malgré ses nombreuses obligations, il a bien voulu 8tre le rapporteur de ma
these et en lire le texte avec attention; c'est grice & ses remarquses trés pertinentes que
le manuscrit a pu trouver sa forme définitive. Je suis heureux de lui témoigner ici ma défé-
rente et profonde gratitude qui se double du désir de »rofiter, je 1l'espére, plus largement
de son immense savoir tout de clarté et de précision.

Clest au Muséum National d'Histoire Naturelle que j'ai connu Monsieur le Professeur
P. SCHNELL; nous avions alors la méme passion : la Taxinomie et la biologie des plantes
tropicales, Lorsque j'ai frappé & nouveau & la porte de son laboratoire pour lui présenter
ce manuscrit, il m'a regu avec la plus cordiale sympathie. Avec la minutie qui lui est cou~
tumidre, il a examiné le texte de ma thése, lequel a beaucoup gagné & ses justes critiques.

Je 1l'en remercie trés sincérement.



Lersqu'ayant fait les premiers pas dans ces recherches, je me suis trouvé devant
un probleme inattendu, celui de la formation de tumeurs sur des boutons couronnes de chry-
santhémes, j'ai eu la chance de béncficier de la grande expérience et des inestimables con-
seils de rionsieur le Professeur G. CAMUS. En sa qualitl de Directeur Géndral de 1'0ffice de
la Recherche Scientifique et Technique Cutre-ier, il m'a fait 1lthonneur de sa bienveillante
attention et a bien voulu porter quelque intérét A mes trovaux. Je tiens & 1ltassurer ici de
ma trés sincére reconnaissance et de men profond respect.

I1 m'est agréable aussi de remercier vivement les membres du Comité technigue per-
manent de Botanique et de 3iologie végdtale de 1'ORSTOlN, Hessieurs les Professeurs G, HMAN-
GENCT, G. LBME&, R. HSLLER, qui m'ont permis de poursuivre mes recherches sur les Chrysan-
themes, parallslement a mes occupations rdégulisres aux Services Scientifiques Centraux de
1t'ORSTOM & Bondy.

J'ai eu souvent recours i mon parrain, Hongsieur le Prcfesseur R. HELLER, & son im-
mense savoir, a la clarté de son raisonnement et & ses conseils trés préecieux dont j'ai tiré
le plus grand profit. Qu'il veuille hien croire en me trés sincere gratitude.

Jtadresse A JMr et lme WITSCH mes remerciements et 1l'expression de ma vive sympa-
thie pour leurs précieux conseils et 1'accueil tris amical qu'ils m'ont réservé dans leur
laboratcire au Phytotron de Gif-sur-Yvette. Au moment le plus criticue de mes travaux, leur
grande expérience et leur cordizle sollicitude m'ent été d'un grand secours pour la réalisa-
tion de mes premiers essais de cultures"in vitro'.

Je ne saurais oublier enfin tous ceux qui, & des titres divers, m'ont ap orté leur
concours et leurs encouragements ;

#Mr. BOSSARD, Professeur de Floriculture & 1'icole Netionale d'Horticulture de
Versailles, m'a fait profiter de ses connaissances dans le domaine de la Taxi-
nomie des plantes horticoles,

Mr. FERON, Président de la Section "Chrysanthemes" de la Société Nationale d'Hor-
ticulture de France, spécialiste réputé, a bien voulu identifier le matériel

végétal sur lequel ont porté mes expériences.

Mr. LEMAIRE, jardinier professionnel du C.k.K.S. & Gif-sur-Yvette, a préparé avec
art les potdées nécessaires & 1'examen pratique par Mr, FERON,

YMes collegues du Phytotron & Gif-sur-Yvette m'ont témoigné toujours leur amicale
sympathie et leurs enccuragements.,

Les jardiniers du Phytotron et des S.S.C. de Bondy, M. RuWAULT, MASSET, PETIT,
BILLARD et CHRISTMANN, ont avec beaucoup de patience, de talent et de complai-

sance multiplié et entretenu mes chrysanthimes.

Mme RABECHAUIT, :elle SCHEIDECKER, M. HANOVER, Mme GUENIN, m'ont prété leur con-
cours efficace pour les analyses minérales et les dosages de sucres.

Jtal toujours trouvé aussi une collaboration amicale et efficace auprss du person-
m
fi
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4 Bondy; M. GUEI'IN a mis en place et conduit avec art mes expériences dans les serres de 3on-
dy et 2 assuré leur succés; itime AHES m'a 2idé au Laberatoeire avec beaucoup de dévouement, non
seulement dans mes recherches mais aussi pour l'interprétaticn statistique des résultats et
dans la t8che ingrate de la dactylographie du manuscrit.,

Enfin M, BONNET-DUPLYRONM, Chef du Service de Documentation de 1'0.R.3.7.,0.0., et
ses collaborateurs, ont avec gentillesse et heaucoup de complaisance fait un effort méritoire
pour qué ce manuscrit puisse 8tre prét dans les meilleurs délais, malgrdé les difficultés ma-
térielles qu'ils ont d@ surmonter.

A tous j'.dresse mes tris sincéres remerciements.,

¢
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Introduction

Le Chrysanth®me est un matériel de choix pour 1'étude de la
physiologie de la floraison, Il a été utilisé a cette ?in par de nom-
breux chercheurs et les résultats obtenus constituent a présent une
base solide pour de nouvelles investigations. L'utilisation de plantes
entidres n'est nas toujours commode et l'hétérogénéité de leurs ré~
ponses & un n@me traitement, m8me dans le cas de cultures monoclonales,
limite les possibilitéds de la méthode.

La culture d'organes isolés standardisés permet au contraire
une expérimentation plus précise, L ma connaissance, la culture de
fleurs et de boutons floraux de chrysanthéme n'a jamais été tentée,

On verra en ce gui concerne dlautres espeéces végétales, au chapitre

consacré a l'Historigue, que le comportement de fleurs en survie dans
la nature aussi bien gqu'en culture "in vitro",a été observé depuis une
cinquantaine d'années, mais les auteurs de ces travaux ne voyaient pas

14 une technique pour la recherche systématique des facteurs de la flo-
raison.

Le principe de 1'étude des processus physiologiques de 1la
floraison & 1l'aide de la culture "in vitro" d'organes floraux ou dté-
bauches florales excisés repose sur 1'idée que de tels organes ne peu-
vent continuer & gse différencier et & évoluer normalement que s'ils
disposent dans le milieu de culture, des éléments qui leur étaient au-
paravant dispensés par la plante,

Il est intéressant de s'adresser, dans une premiére étape,
& des boutons floraux en yvoie de développement parce que leur évolu-
tion peut sfopérer de plusieurs maniéres qui reflétent bien les pro-
cessus qui provoquent ou emp8&chent la floraison, Ainsi, leur évolution
peut se poursuivre (épanouissement, formation de nouveaux fleurons,

etc.), ralentir, s'arréter ou revenir en arriére vers 1tétat végétatif
(réversion),




Or, le Chrysanthéme (Composées) présente sous ce rapport
des caractéres intéressants; la fleur est un capitule constitué par
un ensemble de fleurons se développant & ltabri de bractées sur un
plateau ou réceptacle commun (Planche VII, fig. 3), Au début de son dé-
veloppement, le réceptacle est nu,absolument lisse (Planche VIII, fig.
1 et 2) et sur cette surface apparaissent les centres organisateurs
qui forment les fleurons (Planche VIIT, fige. 3 et Planche IX, fig. 2).
On a donc la possibilité d'agir sur cette transformation d'un tissu
dont la destinée est déja "inscrite" dans chacune de ses cellules. Le
principe du retour en arriére est représent¢ par le phénomdne de la
réversion des fleurons & partir desquels peuvent se former des branches
végétatives,

D'autre part, comme le réceptncle peut donner chez le Chry-
santhéme deux sortes de fleurs (hermaphrodites et femelles), il est
possible d'étudier les effets d'un traitement sur la distribution des
SexXes.,

Le bouton floral au stade de la différenciation des fleurons

est donc une véritable "balance" qui permet d'évaluer avec précision
les effets des divers facteurs de la mise & fleur , de la floraison
et de la différenciation florale,

Le but de cette contribution est de rechercher les conditions
qui favorisent le maintien en survie "in vitro" de boutons de chrysan—
théeme en voie de développement et pour cela de mettre au point un mi-
lieu de culture convenable. Mais on aurait tort de croire en la simpli-
cité d'une telle tentative.

DIFFICULTES DE REALISLTION,

Les principales difficultés semblent au premier abord de
trois sortes : la standardisation du matériel qui permetirait d'assurer
un maximum d'homogénéité et de "certitude" des réponses aux traitements,
les effets possibles de l'excision sur 1t!'évolution des jeunes boutons
floraux, la déviation du métabolisme propre aux organes isolés,

a. Nécessité d'une standardisation du matériel végétal.

* 7
Malgré la sélection poussée dont le Chrysanthéme a été 1l'ob-

*¥ Selon M. BOSSLRD, Professeur de floriculture & 1'Lcole Nationale
d'Horticulture de Versailles, nos Chrysanthémes sont tous issus de
souches en provenance du Japon, lesquelles étaient toutes des hybrides.
On doit par conséquent, selon les nouvelles normes internationales, dé-
signer ainsi nos variétés cultivées ¢ Chrysanthemum morifolium Ram.X

C, indicum Sal, = CeVs (cultivar) cen

- 2 -



jet, il n'en subsiste pas moins une certaine hétérogénéité, méme lors-
qutil s'agit de cultures monoclonales, La forme des boutons et leur
structure dépend du "passé physiologique" des plantes, .iinsi apres des
jours longs, i1l y a production de boutons couronnes munis de nombreuses
et importantes bractées foliacées, tandis qu'en jours courtis les boutons
sont plus petits, »lus arrondis ct sans bractées libres. De m&me, sur
une plante élevée en jours courts, la forme c¢t la structure du bouton
terminal ne sont pas tout a fait identiques & celles des boutons nais-
sant a4 l'aissellce des feullles ct appelés ici "boutons satellites"
Parmi ces dernicrs, il existc aussi toute une gradation, leur vitesse
de développement est d'autant plus lente gqu'ils se forment »plus bas sur
la tige.

Lfin d'assurer un maximum d'homogénéité dans les réponses aux
divers traitements, il était donc nécessaire de choisir une variété
stable, qui réponde toujours de le mn&me manidre aux traitements photo-
périodiques, et d'autre part, de suivre 1'évolution des boutons issus
de ces plantes, de maniére 2 bien connaftre le moment favorable du
prélévement et la forme du bouton la plus compatible avec la mise en
culture "in vitro",

be Effets de ltexcision,.

On peut se demander si le fait d'isoler, d'exciser un orgcne
n'a pas de flcheuses conséguences sur 1l'évolution de celui-ci et si
ltexcision ne déclenche pas de réactions de défense et une sorte de
“choc opératoire™ qui le conduirait & la mort ou tout au moins & une
sorte d'état "sub mortem" caractérisé par une vie treés ralentie impos-

N

sible a stimuler.

Si le "choc opératoire" aprés l'excision existe chez le Chry-
santhéme, il est peu marqué et n'induit ni la mort ni 1llarré&t définitif
de 1'évolution, J'ai pu le vérifier en greffeont des boutons ex01ses sur
des Chrysanthimes de la méme variété (Souvenir de Georges PECHOU ) in-
duits & fleur, La croissance a été ralentie pendant les premleres 48
heures et le développenent n'a repris que 5 & 7 Jjours aprés le greffage.
Il vy o eu un léger retard par consédquent par rapport aux témoins restés
sur les plantes, mais 1'évolution des bhoutons stest emnsuite effectuée

de la m8me mani®re; le retard était sans doute dft au temps nécessaire
a8 la reprise de la greffe (Planche vIiIl, fig. 4).

Bn conséguence, si 1l'on place un bouton excisé sur un milieu
pnutritif renfermant les substances indispensables & son évolution (subs-
tances analogues & celles biosynthétisdes par le chrysanthéme en voie

¥ Chrysanthemum morifolium Ram, X C, indicum Sal, -~ ¢c.VvV. Souvenir de
Georges PECHOU,




de floraison) il doit se développer de la n@éme moniére gulun bouton
resté ou greffé sur une plante.

c. Survie et déviations du métabolisme.

Dans llexpérience précitde, le bouton a été replacé sur son
support naturel. Or, en culture "in vitro", il n'est plus soumis aux
corrélations de croissance du resie de la plante et ne regoit plus de
cette dernidre les é1léments macro et microtrophiques indispensables.
A wmoins que le milieu soit "id&al", on peut considérer que le bouton
est livré & lui-mBme, & ses propres ressources et < celles qu'il est
capable de puiser dens le milieu nutritif, & condition que les subsgs-
tances dont 11 a besoin s'y trouvent,

On peut considérer par conséquent le bouton floral excisé
comme un organe en "survie" dont la croissance et le développement sont
momentanément suspendus, Leg travaux relatifs aux organes excisés
(fruits, fleurs coupées) ont nmis en évidence une augmentation notable
de leur respiration, une diminution de lcur teneur en carbohydrates,
une accélération des oxydations ccllulaires (ULRICH, 164, 375, 376 ~
PAULIN et ULRICH, 132)., Les ovrganes verts ont plus de chances de sur-
vie gue les fruits parce que la photosynthésc leur apporte un complé-
ment de métabolites et les fruits ont eux-m@mes plus de chances que
les fleurs parce gue leurs réserves sont plus abondantes.

Dans la nature, les organes floraux isolés de la plante, en
général fragiles, et affaiblis par ces déviations du métabolisme et
par les dégradations inutiles et excessives des métabolites, ne tardent
pas & mourir; leur fin est le plus souvent accélérée par 1l'intervention
d'agents pathogénes dont ils sont la proie facile.

La technique des culitures "in vitro" permet d'éliminer la
possibilité d'une atwvaque par les bactdéries ou les champignons. Cepen-
dant, le milieu nutritif doit &tre assez riche non seulement pour contre-
balancer les dégradsiions, mcis ocussi pour permettre la poursuite du
développement et de la croissance. Ce sont les gubstonces oligodyna-
nigues de ce milieu,favorisant 1'évolution normale du bouton floral,qui
nous intdressceront plus particuliérement,

Ce travail comportera donc trois parties cossentielles 3
un Historigque grfce auguel nous ferons le point des résultats déja ac-
quis dans le domaine de la culture des organes floraux ct des travaux
sur la floraison "in vitro™; un chopitre Matdriel et Liéthodes dans le-
guel seront exposécs la HMéthode de préparation du matériel standard et
la technigue de culture aseptigue utilisées; enfin une troisiéne partie

sera consacrde 4 1'd8tude de 1'effet des principaux éléments macro-_ed

pmicrotrophigues.
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La technique des cultures de tissus ou d'organes Tin vitro"
qui a ét¢ apnliquie devuis une vingtaine d'anncé¢es a 1'2tude du nro-
blime de la physiologie de la floraison est un moyen pour prolonger
la "survie" des organec isolés et pour leur permettre de poursuivre
leur développement. MNous cxaminerons aonc d'abord comment se compor-
tent des boutons floraux, des fleurs ou des inflorescences isolés des
plantes dens la nature, en milieu non aseptique, Puis nous ferons l'a-
nalyse des résultats obtenus grfce a4 1'utilisation de la technigue des
cultures "in vitro" : culture des fleurs ou boutons floraux, mise a
fleur d'apex végétatifs, néoformation des fleurs et enfin mise & fleur
de Jjeunes plantules en milieu aseptigue.

a. Bvolution d'organcs floraux et de fleurs séparés d'une plante
en milieu non asepticue ou dang la nature,

La survie d'un organe floral séparé d'une plante dénend de
certains caractveéeres, morphologicues, anatomigues, biochimiques, etc.
gui conférent & cet organe la possibilité de se suffire o lui-m&me pen=—
dant une période plus ou moing longue., L'imnortance des réserves, la
faculté de cicatrisation des plaies (section), la risistance aux agents
pathogénes, un faible coefficient resviratoire, sont autant de carac-
tires qui autorisent une vie cutonome prolongie et multipnlient les
chances d'évolution,

I1 faut ajouter & cela 1la faculté de biosynthése de ll'organe
isolé et ¢ui peut,dans une certaine nesure,coupenser ainsi ses pertes
en éléments macro et nicrotrophiques; les feuilles et autres organes
végétatifs ont cette posgibilité mals non les fleurs car elles ne peu-
vent alimenter leur biosynthese nal une assimilatior du carbone; elles
sont en géndéral pauvres en pigments chlorophylliens (bractées et sé-
pales mis & part).
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Les organecs floraux ont donc peu de chanceg de survivre dans
la nature et ce phénoméne reste le priviledge de quelques espeéces.
BAILLON (ef. LA RURL, 101) a remargué des ovaircs de Jussiaea, qui,
apriés avoir forwé des rncines, ont pu se tra sformer en fruits. GOEEEL
(86, 87) cite plusieurs exemples de la formation de racines sur les
pédoncules ou les fleurs de¢ diverses espéces de la famille des Cactacees
et des genres Ajuga, Klugec, Naegelia, Tusscilago, etc. Le méme phdno=-
méne a nu 8tre observé par XUPFER (95) gur les fleurs et les inflores-
cences d'Icheveria, de Bryophyllum, de Ruelia, de Primula et d'ichi=-
nomenes, Lnfin, BOUILLENHL et /3I'T (72) ont signalé aussi l'appari-
tion de racines sur les fruits d'Opuntia. On peut constater des a pré-
senty gue les orgrones Tloraux deg espécec crassulescentes gqui résistent
mieux & la déshydratation et renferment ure guantité importante de ma-
tieres de réserve, sont mieux adaptis & la vie autonome, D'autre part,
le phénomlne observé le plus couramment est le retour vers 1'état vé-
gétatif (apparition de racines),

ure de nombrecux exenples dlexpé-

On trouve doans la litterat
s floraux en -urvie., Je n'en citerai

riences réalis¢ec sur des organe
gque gquelgques-uns,

DOSTAL (81) a nrovoqué la tubérisciion et la rhizogéndse d'une
jeune inflorescence terminale isolée de Scrophularia nodosa simplement
en la plagant en atmoswhére humido .

En 1949, DEBRAUX et GAVAUDLN (79) ont étudié les phénomenes
d'histogénése de piéces du périanthe des fleurs de Lilium candidum en
survie, simplement en les {trempant dans une so’ution d'acide *“ naphta-
léne acétique et en leu bouturant dans du sable. Bien que l'extrémité
des organes flétrissait asgcsez rapidement, des celr se formaient sous
1'influence de l'hormone., L'évolution histogénique a &été tout a fait
comparable & celle des feuilles en survie; des bractées ont donné des
racines et mé&me des bulbilles ce qui confirmerait leur nature foliaire,

SCHAEVERBEXE (148) 2 utilisé¢ des étanines prélevdes dans des
épillets de Graminées et counstaté, en les placant en milieu humide, que
l'allongement de leur filet etait identique & celui des étamines reg—

tées sur les plantes. Le phénomén
4+
ve

, trés sensible au manque d'oxygeéne
et qui ne peut se produire gu'a es ¢tamines adultes, semble donc
1ié 2 la respiration, Les Jeunes nines ne peuveut allonger leur fi-
let gu'en présence d'une solution molaire de saccharose; les auxines
ntont eu aucune action. Cet auteur a déterm%?é récem.ent (146) que les
étanmines absorbaient le saccharose (mergué ““C) de fagon sélective au
moment de l'anthése, Ces résultats sont a comparer a ceux de VASIL
(165 & 167) qui a cultivé des étamines "in vitro" (voir le chapitre

suivant).

e
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Ici encore, dans ccs treigs exemples, nous voyons que les or-
ganes floraux peuvent poursuivre une croissance, former des racines,



tulériser, former des cals, s'allonger néme comnme des organes végéta-
tifs mais non évoluer canc le sens "floral'.

Fvidemment, lorsgue les fleurs scnt séparées de la plante
;
arte

avec une partie végétﬁtive plus ou moing inmporiar , leurs chancesz d'é-

volution sont ‘augnmentécc. Clect cette facultl qui est mise & profit par
les horticultcurs et leg fleuristes. La physiologie des "fleurs cou-
pées" rzwnpelle celle de la plante cntizre ("oLZ, 170 a étudié la photo-—

synithése deg fleurs coupécs.de hrysanthéme) et clest la raison pour
laguelle elle ne peut 8tzc évoquée ici, Retenons cependant deux faits,
Hous avons vu gue le Saccharose peut Jjouer un r8le important dang lftal-
longement des filets staminaux. Ce n'est gqu'un cxemple pris au hasard
et on retrouve l'action blnéficuwe des sucres drons de nombreuses publi-
cations sur le maintien ('organeg en survie, Les sucres emp8chent en
géniral le flétriscement des "fleurs ccupées"; le saccharose retarde

la chute des fleurs surtout st'il est associé au Bore, S1liment mindral
dont le r8le est 1ié auv métabolisme des sucres (AARTS, 378, BELYNSKAYA,
379, CHKOLNIX et coll,, 311), Lnfin, lorsque l'on & affaire 2 une in-
florescence, il a été constaté des nigrations iuvortantes d'eau et de
substances azotées et Hydrocarbonéeo, d'une partie 3 1l'autre, vers lcs
fleurs en voie d'épanouissement. La floraison de chague fleur corres-
pond & une mobilisation de substances ninérales et hydrocarbonées ac-

compagnée d'une azugmentation de 1l'intensit” respiratoire,

PAULIN et ULRICH (132) ont alimentdé des fleurs d'Iris en glu-
cose marqué pendant 24 heures ou »nendant des temps gqui variaient entre
0 et 40 heures, Ils ont observ: que la guantité de €14 absorbée auvgnen—
vait réguli¢rement en fonction duv temps, meis gue le maximum d'acti-
vité physiologigue des fleurs \ﬁ"nthese et accumulation dec substances
marcuées, respiration)avait lieu juste avant 1l'épanouissement. Lorsgue
la fleur.yieillit, les synthéses & partir du glucose marqué diminuer:t

car le C°7" absorbé est accumulé ou participe aux oxydations cellulaires,

Au contraire, & lea fin de la floraison, la fanaison des fleurs
concorde avec une migration en sens inverse des composés ninéraux et
organiques et avec une perte d'eau (”OMBE“ 77, 314, 3863 BRICKSOU,

349; GRIESEL et BIALE, 352; JAMES et BELVEDS, 91; SIDGULMAN, 1523
SIEGELMAN, CHOW et BIALE, 370; ULRICH ¢t PAULIN, 164.,)

Ces résultats sont confirmés ausci en ce gui concerne les rap-
ports entre le tronsport de 1'eauw ¢t lo floraison par les travaux de
BOUILLEUNE et dc ses collaborateurs,zuxquels il sera fait appel pour
la discussion des résultats de cette ¢tude,

In résumé, certanines espéces ont des fleurs gui s nt mieux
adaptées que d'autres & une vie autonome, L'¢volution d'un organe flo-
ral isolé d'une plante se fait habituellement vers un retour a ltétat
végétatif; 1'évolution vers 1'état floral implique une mobilisation



q

: al 4 une augncntation de 1l'intensitd respiratolre,

¢ de ocubstrnces mindrales et surtout de sucres, elle corres-
nér
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La méihode den culiturcs asepticues permet d'apportcr les subs-
tances indispensables & 1'¢évolution florzle ct, cen preservant les or-
sanes contre les agents pathogdnes, d'augmenter leurs chances de survie,

b. Bvolution dtlorgancs Tlorazux en culture "in vitro".

Clezt La 7wve (100, 101) qui, A ma connaissance, a utilisé le
prenier cette *echnique. Dans un tres beau travail publié en 1638 (101),
cet auteur adoptant un milieuv de Thite additionné de 20 %, de saccha-
rose et 10 ng/1 d'acidq[?indolyl scéticue, réussit la culture Min vi-
tro” des fleurs de planics appartenant & 12 especes, 9 genres et 3 fa-
nilles de Monocotylidones el 80 esnéces, T4 genres et 34 familles dec
Dicotyl<dones. Bien que de nombreuses contaminations soient venueg coni-
trarier 1'évolution des cultures, LA RUE obtint l'a=wparition de racines
sur de nombreuses fleurs chez 3 genres apnpartenant & 2 familles de Ilono-
cotylédones et chez 25 espéces Ge 15 femilles de Dicotylédones, Mais ces
racines n'atteignaient rarement plus de 1 centimétre de long. Bon nombre
de fleurs donnaient des raocines m@me sur un nilieu sans auviine. Les ra-
cines anparaissaient en général sur le pédoncule mais aussi couvent a
la base de l'ovaire lorsque le pédoncule étoit enlevé (Xalanchoe, Impa-
tiens, Freesia, Tradescantia, Tournescl, Calendula, Toraxocum), Lo no-
larité est la mé&me guec chez les organes vigétntifs; les racinec se fTor-
maient en effet toujours 3 la base des organcs (pédicelles, pétales ou
ovaires).

L& RUE a observé également des acbscissions du pédicelle des
fleurs d'un Gesteria aprés 11 jours de culturc, de llerium Oleander aprés
17 jours, etc. et des abscissions de l'ovaire apres 3 moig de culturec

chez le Tournesol et le C=2lendula.

Ce qui & retenu surtout l'lattention de cet auteur, clest la
possibilité de "rigeéndration" dlune plante entiére & partir des fleurs.
I1 a constaté & ce point de vue que les fleurs de nombreuscs esnéces
peuvent, grfce aux cultures "in vitro", se comporter comme des organes
végétatifs et tout au wmoins forwmer des racines, Mais la formation de
bourgeons et de bulbilles resieit,malgré llaseptie, le privilége des
espéces crassulescentes qui se multiplient tres facilement dans la na-
ture & partir de leurs feuilles (Kalanchoé, Nemesia, Begonia, Echeveria).
La formation d'un cal était tout & fait exceptionnelle (pitales et Sta-
mines d'Hibiscus rosa-sinensis, bractées desc canitules de Calendula of-
ficinalis et base des pédicelles d'un Kalancho®). les intumescences &-
taient visibles sur la surface des sépales des fleurs de tomate repo-
sant sur le wmilieu de culture,

Quelques espéccs ont dévelopné des fruits d'un volume normal



conie la tomate et le Talancho® rotundifoeolia.
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An 1949, NITSCT (118) a repris le travail de LA RUD, en ce
quil concerne la culture des flcurs et la proTiféﬂation de ltovaire de
Tomate (Lycopersicum esculentunm L,) "in vitro", Sur un nilieu simole,

4 bage de soluvion minérale ce Kuop, ¢e saccharose, de vitawmine B, et
de cystéine, 1l n'a pas obtenu de développeunent de llovaire, Pour cela,
il fallait qu'il ajcute du jus de Zowote verte ou .fre au milieu de
culture. Les fruits sinsi formds <Staient d'une taille annricisble mais
sans pépin (parihinoca rDl’Veu> NITSCH pendait gue cela était 4dfl & ua
défaut ce pollinisation des Tleurs avant leur nise en culture., La for-
mation de racines n'avait lieu av'!: 1l'cobhgcuritd et non > la lumisre

sur les pédoncules et correspondait % un arr®t de la croigsance momen—

'\ '

tanée du fruit en diamotre,

P24yl

e}

La m#me annde, JAWSEN et BONNER (92) rdéussisscient o faire
léveloponer des friits & partir de la culturce de fleurs d'unc auitre es-
pice de tomate (Lycoperulcum pizpineliifolium).

In 1851, NITSCH (179) reprit ses recherches sur la fructifi~
cntion des fleurs de tomate et entreprit 4gulement la culture de fleurs
de haricot (“ha&eolvn vulgaris L.), de cornichon (Cucum1s anguria L.),
de tabac (Nlcotlana tabacun L.) et d'un hybride Fragaria chiloensis x
e virgatum, sur un nilieu de Knop au demi avec 50 do de saccharose
auguel il ajoutait : des oligo-élémenis, des vituiiines, des acides
aminés, des purines. Il obtint & no-veau la fructification des fleurs
fécondées de tomate, de Cucuais anguria et de tabac, mails chez ce der-
nier les grainec n'itzient pas viables. ©Un l'sbsence de fécondation,

11 n'y avait pas d'iveolwution sensible des flevrs. Degs hormnones de crois-
sance ajoutées au milieu provoguaient la formation de fruits parthéno-
carpiques chez les fleurs non pollinisdes. & 1'obscuritd, ua cal et

des racines re formaient sur le nedicelle des fleurs et les ovaizeg de
temate, de Cucumis anguria et de Pheseolus vulgaris. Les auxines accé~
léraient cette formation (aci'le 2-naphtoxzyacétique, 10 mg/l, acide 2,4-
dichlorophénoxy.cétique 1 a 10 mg/l, e lait de coco i 20 %, etc.). La
croiscance des fFruits fut Zgolement stiwulde por leg auxines

[ 4.

Juscu'en 1958, la technique de la culture d'ovaire "in vitro®
fut exploitée par plusicurs auteurs. RAU (140) 1'a adoptée pour étudier

P

1'influence de la colchicine sur les premiers développements de l'em-
bryon et de l'albumen du Phlox Drumondii., Il obtint un développement

comparable 3 celui des Fflevrs demeurées sur les plantes. MATIDSHWARI
P

et LAL (105, 106) ont rdéussi a leur tour la culture d'ovaire“ dA'Iberis
amara. bnfin, SACHAR et BALDIV (143) ont cultivé avec succes des ovaires



de fleurs pollinisées de Linaria liaroccana Hook, sur un milieu renfer-
mant une solution de Knop au demi, des oligo-éléments selon la formule
de White et des hormones de croissance., Les ovaires se développaient
noins rapidement que chez les fleurs restées sur la plante, mais 1l'ex-
trait de levure améliorait leur croissance. Le pourcentage de fruits
for.' s "in vitro" était aussi plus foible gue dans les cocnditions na-
turelles (40 & 80 % contre 90 & 95 %). Mais en revanche, la matura-
tion $tait plus rapide "in vitro". Les graines obtenucs mettalent plus
longtemps & germer que les graines normales et il y avait une forte
proportion de graines vides.

SACHAR et BALDEV ont constaté comme Li RUE et HITSCH la for-
mation de cals et de racines sur les pédicelles des fleurs et & la
base des ovaires, phénoméne qui était intensifié par 1l'extrait de le-~
vure, le Kinétine (0,5 mg/1), 1'4I.L (5 nmg/1), 1'AIB (5 mg/l), 1le
2.4.D (2 mg/1) et 1'adénine (5 & 10 mg/l). 4 l'inverse de la tomate,
chez laquelle l'apparition des racines retarde pour un temps la crois-
sance et la maturation des fruits, chez ile Linaria, la maturation était
plus rapide avant le plein dévelownpernent des racines.,

o
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C'est également a4 la culturce "in vitro" gque se sont adrcesés
J.H.D. KOSAN (94) pour ses recherches sur l'incorporation de cytidine
tritiée dans les anthéres de¢ Lilium longiflorum et VASIL (166, 167)
gui a suivi 1'évolution des acides nucléfques dans les anthdres ex-
cisées d'Oignon (L1liun cepa) ct de Pavot (Rheo discolor) cultivées
sur milieu de White,

Les étamines (cf., BLAKE, 69) ne pouvaient donner du pollen
normal gue si elles étailcnt prélevées aprés un certain stade; le stade
leptoténe de la méfTose n'a pas “t¢ ztteint. Le milieu complexe utilisé
par VALSIL ne renfermait donc pas le "stinulus" ou les él¢ments dis-
pensés par la plante et qui permettent aux jeunes étamines de franchir
un stade critique de leur développement,

Enfin, TOPONI (163) a montré que des fragments de bracties
dtartichaut pouvaient &tre cultivés "in vitro" en présence d'AIh, de
2.4.D, de ¥inétine et de lait de coco., Ces fragments se comportaient
ensuite comme beaucoup de tissus "végétatifs” & savoir qu'ils formaient
des cals et présentaient aussi des phénoménes de polarité et de dorsi-
ventralité, Ces résultats rappellent ceux obtenus par DEBRAUX et GAVAU-
DAN (loc, cit.) et appellent les mémes remarques, BEn 1960, RABECHAULT
(135, 136) a signalé gue des boutons florsux de chrysanthdéme en cul-
ture "in vitro" présentaient un maximum de croissance, de floraison,
en présence de 80 %, de saccharose, 1'4AIA, le 2.4.,D inhibaient la flo-
raison tandis que la gibbérelline n'avait une action que sur 1l'allon-
gement des pédoncules. PREM PURI (134) qui a cultivé des épis, des
fleurs et des ovecires d'Aerva japonica (Burm. F,) Spreng. sur milieu
de Knop gélosé additionné de 50 %, de saccharose a observé que 1'ATIA
améliorait légerement la formation des graines mais gque l'hydrolysat
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de caséine et le lait de coco accroissaient, a 400 ppm, la production
de graines de 25 %.

Le développement "in vitro" des différentes parties (sépales,
pétales, étamines, ovaire) d'une fleur excisée sous 1l'influence de di-
verses substances chimiques a fait l'objet ces dernidres années de plu=-
sicurs études minitieuses aux Etats-Unis. Ces travaux sont l'oeuvre de
deux équipes, celle de LANG qui s'intéresse au dévcloppement des fleurs
uniscexuées de Concombre et celle de TEPFER ¢ui s'est adressée aux
fleurs d'Aquilegia.

On sait que chez le Concombre, les sexes sont séparés sur la
plante et qu'il existe le long de la tige des fleurs mfles et des fleurs
femelles., Il est facile de connaftrc & l'avance le sexe des fleurs, car
il dépend de la position occupée sur la tige par les boutons floraux,
et de preparer deg lignées monoflques avec des Tleurs & "potentialité"
m&le ou a "notentialité" femelle (CALUN 8% ).

La physiologie de la floraison de cette plante a été trés
bien étudide par plusieurs auteurs (LAIBACH et KRIBBEN, 97, 98; GALUN,
82), ATSMON et GALUN (69) ont observé chez le Concombre qu'un bouton
floral, apres un stade bisexué, évolue finalement vers un sexe ou l'autre
soug l'influence de la balance auxinigue au niveau du noeud de la tige
sur lequel il est situé, Evidemment, tous les facteurs susceptibles
d'influencer la balance auxinique d'un noeud de la tige (forme et 2ge
de la feuille, photopériodisme, thermopériodisme, métabolisme de l'a-
zote, etc.) ont ainsi la possibilité d'agir sur le sexe de la fleur
qui s'y %rouve, GALUN, JUNG et LANG (84, 85) en cultivant "in vitro"
des boutons floraux & potentialité mfle, clest-a-dire prélevés sur des
plantes et des noeuds qui auraient d€ fournir des fleurs mfAles ont mon-
tré que l'acidq/3indolyl acétique (ATIA) % la concentration de 0,1 mg/1
provoguait le dgveloppenpgt de l'ovaire de ces fleurs, tandis que les
étamines étaient inhibées . La gibbérelline (GA.) semblait réduire 1l'ef~
fet de 1'AIA en permettant, lorsque ces deux su%stances étaient mélan-
gées, un meilleur développement de ces &tamines (fleur sub-bisexude).
Cependant, la gibbérelline n'avait aucun effet sur leur différenciation
(nistogéndse)., Les boutons & potentialité femelle ou hermaphrodite con-
tinuaient leur développement normal et étaient peu affectés par la pré-
sence d'AIA et de gibbérelline dans le miliewu,

TEPFER, GREYSON, CRAIG et HINDMAN (161), puis TEPFER et KAR=-
POFF (162) ont réussi la culture de boutons floraux d'Aquilegia formosa
Fisch, sur des milieux nutritifs trés complets comprenant des éléments
minéraux, du saccharose (2 %), des vitamines, des acides aminés, des
auxines, du lait de coco, etc.

* HESLOP-HARRISON (409 a pu emp8cher "in vivo" la floraison et modifier
l'expression des sexes chez le Chanvre;il a obtenu des résultats si-
milaires,.



Les sépales se dévelopnaient comme dans les fleurs restées
sur la plante, mais cevendant aux dépens des autres pléces qui res-—
taient de taille réduite, Les auteurs en ont conclu gue les sépales
jouent un r6le inhibiteur. Chez les fleurs ol les sépales ¢taient sec-
tionnées, le dévelonpement des pétales ne commengait que lorsque ce-

lui des autres pitces €tait teinminé,

Les ¢tamines avortaient avant que les carpelles ne se déve-
loppent; elles s'allongeaient, leur filet et leur =ac pollinique pre-
naient une apparence normale et brusquement elles se flétrissaient et
mouraient., Cependant, en inhibant l'ovaire par blessure ou par des in-
hibiteurs, les ¢tamines se développaient quelquefois. Les étaminodes
évoluaient peu et avaient l'aspect de petites écailles comme les pé-
tales. Les carpelles se développaient par contre comme dans les fleurs
demeurées sur la plante.

L'addition d'ATA, de Gibbérelline et de Kinétine au milieu
de base permettait aux différentes piéces florales de voursuivre leur
évolution un peu plus longtemps et améliorsit lec développement des car-
pelles.

Apres initiation, les divers organes de la fleur ont des pro-
cessus de développement différents. Il est méne probable, & mon avis,
qu'a 1'intérieur de la fleur des équilibres hormonaux contr8lent le dé-
veloppement de telle ou telle partie & un moment déterminé par le jeu
de stimulations ou d'inhibitions localisées conme sur la plante en-
tiere (corrélations de croissance).

Cette technigue des cultures de fleurs en milieu aseptique
peut donc nous permetitre une meilleure connaissance de la physiologie
de la floraison, mais aussi de 1la fleur.

c. Travaux sur la misc & fleur d'apex végdétatifs en culture
"in vitro".

La premiére observetion sur la mise & fleur d'apex "in vitro”
a été faite des 19%% par YHITE (169). Cet auteur avait obtenu le déve-
loprement de fleurs de Stellaria a pertir d'apex de plantes induites
3 fleur avant prélévement, et méme des floraisons spontanées a partir
de cultures provenant de plantces non induites bilen gue n'ayant fait
varier aucun facteur particulier. Les cultures étaient effectuées en
"goutte pendante” dans la solution minérale d'iHoagland additionnée de
20 %, de saccharose., L0OO en 1946 (103, 104) & con tour a obtenu "in
vitro" la floraison d'apex de Cuscuta campestris, plante de jours
courts, méme en l'absence de feuilles et de racines.

Plus récemment, en 1959, TCHAILAKILN et BUTuNKO (158) ont
provoqué la mise & fleur d'apex de Perilla en culture aseptique sous
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1tinfluence de 1l'addénine et de la kinétine.

BALDEV (65) a repris les expériences de LOO (103) en 1962,
Ayant maintenu des apex de Cuscute (Cuscuta reflcxa) sur un milieu gé-
losé renfermant des éléments minéraux (White modifidé) et 50 %, de sac-
charose et & la lumiére neturelle du laboratoire, il eut la surprisec
de constater gu'ils continuaient lcur développement végitatif. Tandis
que d'autres apex sur le m@me milieu mais conservés & l'obscurite fleu-

rissaient dons une proportion de 90 %, Soixante douze heures d'obscu-
ritéd suffisaicnt & déclencher la florazison et le pourcentage maxinum
(100 % de mise & flecur) é%ait atteint avec 132 heurcs d'obscurité.

Les apex eux-mémes étalent malgré tout sensibles au photopdé-
riodisme car la floraison se produisailt lorsque les nuits ne restaient
pag inférieuvres & 14 h. (jours de 0 % 10 h.). Le sucre pouvait satis-
faire daons une certaince mesure le besoin en lumieére.

MIGINIAC et CHOUARD (113) ont cultivé aseptiquement des
noeuds cotylédonaires ou caulinaires de Scrofularia arguta Sol. Chague
segment comprenait un noeud duguel les cotylédongs ou la paire de
feuilles aveient £té sectionnés. Lorsque le segment était en contact
avec le milieu par l'intermédiaire de la section proximale, la tige,
les bourgeons axillaires évoluaient en inflorescence méme en dyspériode
(9 n. d'éclairement) ou & l'obscurité, mais si la relation avec le mi-
lieu s'effectuait par 1'intermédiaire de racines, les bhourgeons for-
maient des pousses vigétatives, J'ai obtenu des résultats similaires
(traveil non publié) a 1l'aide de boutures de 1l'extrémité de tiges in-
duites a fleur de Chrysanthéwme, var. Mélodie. Les boutures étaient pla-
cées en diverses photopériodes dans du sable humide, Bn Jjours courts,
la floraison du bouton terminal s'est poursuivie; en jours longs (dys—
période) les boutons floraux ont continué une évolution lente, tant que
les racines ne se sont pas formées, puis ils ont été inhibés et ont
donné des pousses veégétatives dés que l'enracinement o été assez im-
portant.

HEONRICKSON (90) a cultivé des gemmules de graines de tourne-
sol accompagnéeg ou non de morccaux plus ou moins importants de coty~-
1édons et provoqué leur floraison. RAGHAVAN et JACOBS (138) ont cultivé
sur milieu de White dcs eapex de Perilla frutescens (L.) Britt, mainte-
nus en jours longs ou en jours courts., Les apex €taient cultivés seuls
munis de leurs feuilles inductrices ov en présence de feuilles induc-
trices détachées.

En jours courts, les apex se transformaient & partir du 3léme
jour de culture et donnaient des fleurs normales au bout de 81,6 jours.
Par contre, en jours longs 11 se formait soit un c8ne stérile ou bien
les bourgeons restaient végétatifs., La transiformation de l'apex en jours
courts avait lieu imwédiatement sans émission de feuilles nouvelles.

Les jours longs provoqueraient la formation d'un inhibiteur supprimant
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les 2 premiers stades du développement. Tandis qu'en jours courts, =i
les feuilles inductrices dtaient détachées elles secrétaient également
un inhibiteur qui sunvrimait le deuxieme stade dc développement seule-
ment. Les esuteurs ont pensé qu'il existe deux inhibiteurs chez le Pe-
rilla cultivé en conditions défavorables & la floraison et que celul
qui, dans les deux cas, inhibe le stade II est cnaloguc et pourrait
tre 1'aouxine,

RAGHAVAN (137) dans une cutre publication a montrd que 1l'au-
xine inhibe en deux jours la floreaison d'apex prilevés sur des plantes
(Perilla) induites & fleur con jours courts. ivee 0,1 mg/l (10'7) les
apex nc donnaient plus que des cBnes floraux stériles (fleurs avec ca-
lice et corolle sans organes reproducteurs). En jours 1longs ou en jours
courts, les apex prélevés avec la premicre paire de feuilles restaicent
végétatifs lorsgu'ils étaient cvltivés cn présence de 100 mg/l G'AIh,
Mais les apcx prélevés uvec les premieére et deuxiéme paires de feuilles
fleurissaient comme si cog derniéres détruiscient l'auxine ou 1l'emp@-
chaient d'agir,

Enfin, GRIESLEL et CAPLIN (89) ont observé la transformation
"in vitro" d'apex de Cestrum diurnum en boutons floraux scus l'influence
de fragments de feuilles ayant recgu les traitements d'induction florale
(photopériodisme). I1 semble cue le facteur (florigéne) formé dans la
feuille ait pu diffuser dens le milieu wvour provoguer 1l'évolution de
l'cpex en bouton floral, ce qui n'avait pu &ire obtenu jusqu'tici. Bn
culture "in vitrc™, les apex (Cuscute,LOO, 1035, 104; BALDEV, 65) et
(Perilla frutescens, RLGHAVAN et JACOBS, 138) peuvent en conditions
fovorables se transformer d'emblée en fleur semble-~t-il donnant des
graines viables, mais le plus souvent il leur faut reconstituer aupa-
ravant une petite plante avec une tige,dcs feuilles et parfois des ra-
cines,

Sur un milieu complexe, BLAKE (69) a2 cultivé des apex de Vis=-
caria candida et V, cardinalis, plantes de Jjours longs. Lorsque les apex
édtaient prélevés avec 1 & 2 paires de feuilles, ils donnalent des fleurs
"in vitro" apreés avoir formé un nombre de feuilles identique & celui
des plantes entidres. Si les apex étaient prélevés sur des plantes
ayant rec¢u un minimum d'induction par les jours longs, ils se dévelop-
paient parfois végétativement. Lorscue les apex étaient prélevés au no-
ment ou les sépales des fleurs étailent formés, alors les Jjours longs
~ussi bien que les jours courts n'aveient nlus d'influence sur la mise
5 fleur. Les petits apex se développaient rcorement en Tleurs & moins de
posséder une pairc de feuilles. Par contre, si tous les primordia de la
fleur existaient avant le »rélévement, méme sur de trés petits apex
(300 & 2000 #), alors la fleur sc dévcloppait normelement. Enfin, lors-
que les apex avaient une longucur de plus de 2 mm et surtout quand lec
prélevement compr nait aussi guelques paires de feuilles, le milieu
complexe de Blake a permis lt'obtention de fleurs normales depuls les
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premiers stades du développement jusqu'ad la maturité, avec la produc-
tion de pollen et d'ovules également normaux,

Ces derniéres années, quelques chercheurs sont parvenus &
provoquer une transformation presque immédiate de tissus végétatifs en
tissus floraux,

d, Néoformation de fleurs "in vitro" & partir de cultures de
tissus végétatifs ou floraux.

La néoformation des fleurs "in vitro" a été observée pour la
premidre fois par SK00G (155) en 1955 sur des cals produits par des
fragments de tige de tabac Wisconsin 38, Il attribuait cette néoforma-
tion & la présence d'acide-s phényl-butyrique dans le milieuw de culture,

Les recherches sur la néoformation des fleurs "in vitro®
n'ont véritablement commencé qulen 1961 : RODRIGUES PEREIRA (141) ob-
tfnt des fleurs sur des disques de tiges d'Iris et CHOUARD et AGHION
(75) sur des fragments de hampe florale de Tabac, Ces derniers culti-
vaient des trongons de hampe florale de tabac Wisconsin 38 (variété de
jours longs préférente) sur un milieu de base renfermant une solution
mninérale de Knop, 30 %0 de saccharose seulement et quelques vitamines
et hormones. La néoformation des fleurs n'était constatée qu'ad la lu~
miere, Cette faculté disparaissait lorsque les auteurs s'adressaient
& des fragments prélevés de plus en plus bas sur la tige (gradient de
floraison). Des trongons provenant de plantes adultes en fleurs pou-~
vaient néoformer des boutons floraux, tandis que des troncons iden-
tiques du sommet des tiges de tabac non fleuries en étaient incapables.

Il s'agissait donc de "l'expression" de fleurs & partir de tissus déja
floriféres.

AGHION (57, 58, 59) a précisé que la formation d'un cal sur
les trongons de hampe florale pouvait steffectuer & 1l'obscurité mais
non celle des fleurs. Les sucres paraissent indispensables & la néo-
formation; en leur absence, il n'est apparu qgue des bourgeons végéta-
tifs., Les fleurs obtenues évoluaient en fruits et donnaient des graines
viables mais seulement & la lumiére et en jours longs. Malheureusement,
la néoformation de fleurs n'a pas pu 8tre répétéc en utilisant d'autres
variétés et notamment des variétés de jours longs et de jours courts ab-
solues, et le greffage de cals ou de fragments de hampe n'a pas permis de
transmettre 1l'aptitude & fleurir. La "propension & fleurir" se transmet
4 la fleur néoformée; les fragments de son pédoncule peuvent régénérer
des fleurs, La kinétine enfin ferait disparaftre la propriété de néo-
formation de fleurs et emp8&cherait sa transmission au cal (CHOUARD, 74).
Il v a une taille optimum des trongons gui provoque un optimum de néo-
formation (2 & 10 mm) (CHOUARD, 74; AGHION-PRAT, 62).

Plus tard, AGHION-PRAT (62) a précisé lteffet des sucres;
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l'optimum pour le saccharose et le glucose se situe ? 0,2 ‘ ‘
pour le glucose et 75 & 100 g/l pour la saccharose; & 0,5 M, 1l y & in-
hibition de la formation decs fleurs., Ce n'est pas la kindétine gqui est
inhibitrice, comme CHOUARD et AGHION 1l'avaient annoncé précédemnent
(74, 75), mais la gibbérelline et ceci des 0,03 mg/1l (3.107°); la for-
mation des fleurs est nulle & 0,4 mg/1 (4.10‘7) de GiA, La gibbérelline
provoque la transformation des boutons néoformés en bourgeons si l'ac~
tion de la gibbirelline o licu entre les Jeme et l2éme jours; plus tard,
1teffet est moins importcont. L'auxine inhibe également la florsmison.
Quant a la kinédtine, clle la stimule surtout en présence 4'AI4, lorsoque
ces deux substances sont en faibles concentrations (O 4 107 e K avec
0 & 5,10=7 d'AIA). De fortes concentrasions cn AIA et de faibles con-
centrations en K stimulent la rhizogénése, De fortes concentrations en
X (lO"6 4 10-5) combindes & toutes councentrations en AIA (0 & 10-D)
stimulent au contraire la production des bourgecons végitatifs. Enfin,
il ¥ a une gamme intermédiaire dc concentrations en kindtine et AIA ol
l'organogénésc est faible. PAULET (129) a confirmé quelques-unes de

ces observations (AIA-kinétine et saccharose) en s'aidant du Nicotiana
-suaveolens, especc cont les fragments de hanpe ne donnent en général
que 5 & 8 % de cultures flcurissantes., On élevant la concentration du
milieu & 80 %0 de saccharose, 25 % de cultures produisaient des fleurs,
De plus, cet auteur a observé une action stimulante de nlusieurs com-
posés phénoliques (acide p-coumarigue, ac., chlorogénique & 10-5). Une
combinaison 80 %0 de saccharose, 0,1 mg/l dc kindtine et 10=5M d'acide
pe coumarique lui a permis d'élever la proportion des cultures fleu-
rissantes & 58 %, Chez d'autres plantes comme le Datura, il existe
aussi, semble-t-il, un gradient de florcison comme sur le tabac VWig-
consin 38 que MOTAMED~GHORBANLI (114) = pu mettre en évidence grfce &
la culture de fragments de hampe Tlorale, mais la néoformation des
fleurs n'est pas une propriété des tissus de la hampe florale des Sola=-
nacées, YAMADA (171) en 1963 a provoqué la néoformation de racines et
de boutons floraux sur des tissus floraux de Lilium, de Crinum et de
Tradescantia et plus récemment en 1964, PAULET et NITSCH (130, 131)

ont observé pour la premiére fois la néoformation de fleurs sous 1l'in-
fluence de l'acide p-coumarique, sur dcs tissus de racine d!'endine &br-
nalisée, partie essentiellcment végétotive et tres éloignée pourtant

de 1t'inflorescence.

NITSCH et NITSCH (122 ) ont confirmé ces résultats ensuite et
pu obtenir la aéoformation de fleurs, non seulement & partir de racines
nais aussi de fragments de feuilles d'endives vernalisées ou non; la
vernalisation des tissus ayant malgré tout un effet stimulant. Des va-
riétés précoces peuvent donner des fleurs "in vitro", mais ces fleurs
sont en général anormales (MARGARA, 108)., MARGARAL (107) a repris ces
travaeux ¢t montré cue le "gradient floral" ntcxiste pas chez l'endive,
alors qu'il 1l'a rencontré chez lo Betterave et le Colza (106). Cette
propriété de la distribution générale de la "propension" des tissus &

fleurir oppose donc l'endive aux autres plantes 3 Tebac, Betterave,



Colza et Datura,

Les fortes concentrations en saccharose stimulent la produc-~
tion des fleurs par les tissus de rocine d'endives vernalisées 50 %0
(PAULET, 129), 60 %, (MARGARA, 108, 109). Le saccharose peut &tre effica-
cement remvlacé par d'autres sucres : glucose, fructose, lactose, ga-
lactose et raffinose (MARGARA et RANCILLAC, 111).

Les é1léments ninéraoux du milieu jouent également un r6le im-
portant pour la néoformation et le ddéveloppement des boutons floraux
chez l'endive. MARGARA et RANCILLAC (112) ont récemment constaté quea
les éléments minéraux selon la formule de¢ Murashice et Skoog donnaient
de meilleurs résultats que ceux des formules de Knop, White, Heller ou
Knudson. Ils ont montré que de fortes concentrations en azote NO,~) fa-
vorisent, comme celles de sucre, la néoformation des fleurs. En portant
de 15 & 60 m,e,/1 la quantité d'azote, 1l'optimum de saccharose 75 g/1
peut 8&tre abaissé & 51,45 et méme 25 g/l.

L'auxine inhibe la néoformation des fleurs & lO_6 (MARGARL,
RANCILLAC et BECK, 109; PAULET, 129) et ce gqui para?t logique, une anti-
auxine l'acide triiodobenzofque (10~°), augmente 1la proportion des bour-~
geons floraux (MARGARA, RANCILLAC et BECK, 109) mais PzYLET (129) n'a
pas trouvé pour sa part cet effet stimulant du ATIB., Contrairement au
Tabac Wisconsin 38, l'acide gibbérellique ne se comporte pas avec les
tissus d'endive comme un inhiviteur, mais comme un stimulant léger de
lo floraison (10-8 & 10-7), (MARGARA, RANCILLAC et BECK, 109), Cepen-
dant, la gibbérelline ne peut rcmplacer la vernalisation des racines
(PAULET, 129); vernalisation qui n'est en fait nécessaire que chez les
variétés tardives (MARGARA et RANCILLAC, 111),

La kinétine provoque la montcison des boutons floraux néo-
formés sur des tissus de racines d'endives vernalisées et elle a ten-
dance a stimuler la formation de bourgeons floraux sur des tissus de
racines d'endives non vernalisdes (PAULZT, 129). Le fait que les ticcus
floraux renferment souvent des composés anthocyaniques ou flavonigques
a permis de penser que certains composés phénoliques ou leurs précur-
seurs pouvaient @tre impliqués dans le floraison. PAULET et NITSCIH
(130, 131) puis PAULET (129) ont mis en évidence un effet stimulant de
ltacide p-coumarigue (10‘5h) de l'acide chlorogénique (10‘6M) et de 1la
phénylalanine sur la floraison de racines d'endives; l'acide shiki
la quercitine et le kempferol étaient inactifs (PAULET, 129),

WITSCH, C., puis NITSCH,C, et J.P. NITSCH (117) ont provoqud
la néoformation de fleurs sur des fragments de tiges végétatives de
Plumbago indica L., plante de jours courts absolue. Ils ont pu induire
"in vitro" la formation des fleurs par le photopéri._e, comme BALDEYV
(65) avec les apex de cuscute, RAGHAVAN (137) et RAGHAVAN et JACOBS (138)
avec les apex de Perilla, puls GRIESEL et CAPLIN (89) avec les apex de
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Cestrum vus précédenmument., Les quantités optimum de saccharose sont in-
férieures & celles exigées par les tissus floriféres dcs autres espéccs
(20 & 30 %o). Mais comme pour ccs derniéres, les concentrations infé-
rieures & l'optimum de la floraison ( 320 %,) provoquent la néoforma-
tion de bourgeons végétatifs m@me en Jjours courts. Le saccharose peut
8tre remplacé,comme dans le cas des explantats de racines d'endive,

par le maltose ou mme le cellobiose, mais non par le mannitol et 1lc
lactose,

Les auxines et les gibbérellinces inhibent la production des
boutons floraux, mais non l'adénine et les cytokinines., La guanine,
la thymine, la cytosine et l'uracile sont inefficaces, mais la thymine
ou son précurseur, l'acide orotique, stimulent la floraison guand le
nilieu renferme déja de l'addénine et de la kinétine. Enfin, les cis-
et trans abscissines II ont égalcement un éffet bénéfique sur la flo-

raison lorsque les cultures sont exposées aux Jjours courts, mais non
en jours longs,

C'est également & une plante de jours courts, le Streptocar-
pus nobilis C.B, Clarke, que se sont adressés récemment ROSSINI et
NITSCH (142) pour provogquer la néoformation de fleurs sur des morceaux
de feuilles en culture "in vitro", Les fragments prélevés sur des plantes
maintenues végétatives (jours longs) ont donné au bout d'un mois des
boutons floraux s'ils étaient cultivés en Jjours courts, et des bour-
geons végétatifs en jours longs., Ici asussi, comme dans le cas du
Plumbago indica I exposé ci-dessus, la kinétine et d'autres cytoki-
nines ont stimulé la formation et le développement des boutons floraux .
L'acide gibbérellique a inhibé la floraison, mais contrairement & ce
qui a été obtcnu avec d'autres espéces, lt'acide Aindolyl acétique s'est
comporté comme un stimulateur, u

Ces résultats concordent donc, dans l'ensenmble, avec ceux des
autcurs qui ont obscrvé le comportement d'organes floraux excisés en
milieu non aseptique ou dans la nature, et avec ceux gui ont utilisé
les cultures "in vitro" d'apex ou de boutons floraux. La principalc re-
marque quc l'on peut faire aux chercheurs qui se sont consacrés a 1'é-
tude de la néoformation des fleurs sur les tissus cultivés "in vitro"
porte sur le "passage" d'un soi-disant état végdétatif & 1'état floral,
En effet, dans la majorité des cas, les bourgeons reforment de véri-
tables petites plantes avec racine, tige et feuilles, ou avec tige et
feuilles, ces dernidres pouvant &tre réduites au minimum. Or, dans le
cas du tabac, il semblait, selon AGHION (58, 59) et AGHION-PRAT (62),
que la fleur était formée"d'emblée”, Malheureusement, & mon avis il
n'est pas évident que le retour préalable a 1'état végétatif soit ab-
sent, car les fleurs formées ne prociédent pas directement des tissus
végétatifs d'origine et 1l'essai de démonstration cytohistologique
d'AGHION (60, 63) n'est gudre conveincant,



En culfturc "in vitro", il n'est pas possible de dirc également
si les méristemes gemmaires qui apparaissent parmi les cellules.du cal
sont végétatife ou floraux, et si leur destin floral ne s‘inscrlF pas a-
prés une phasc de développement juvénile ou végétatif plus ou molns courte,
Dtailleurs, le destin des méristemes gemmaires n'est influengable gu'en=-
tre le 3éme et le 12%me jour sous l'influence de la gibbérelline chez le
tabac (AGHION-PRAT, 62) et vers le l4dme jour sous l'influence de la pho-
topériode (jours longs) chez l'endive (PAULET, 129), D'autre part, la ndo-
formation des Tleurs nc se produit gue s'il y a formation d'un cal (tissu
végétatif ou tout au moins non floral), et si 1'on provogue une proliféra-
tion cellulaire "in vivo" sur la hampe florale de tabacs entiers & l'aide
d'une inoculation d'Agrobacterium tumefaciens, il y & apparition de fleurs
néoformées sur les tumeurs (AGHION, 60, 61).

Le cal se comporterait commec un tissu végétatif ou intermédiaire
puisque les substances du milieu nutritif sont obligées de le traverser
avant de parvenizr au point de néoformation des fleurs, Or, 1l peut &tre
considérd comme & peu preés certain qu'd cette faveur, ces substances sont
ern. partie métaholisées par les tissus de ltexplantat ou du cal, Le cal re-
présenterai’ la phacec végétative nécessaire & l'accomplissement du cycle
vital normal, La preuve cn cst que la néoformation ne peut s'accomplir
qu'a la luuidre et que les cultures sont sensibles au photopériodisme com-
me le serait un végétal enticr (Photopériode de 18 h pour les tissus de ra-
cines d'endives sclon PAULET, 129), D'ailleurs, il y a une certaine gros-
seur d'explantat au-dessous de lagquelle il n'est pas possible d'obtenir
de fleurs, que ce soit chez liEndive (MARGARA et RANCILLAC, 111) ou chez
le Tabac (AGHION~PRAT, 62). I1 fzut donc qu'il y ait une certaine surfacec,
un certain volume de tissu mere pour capter l'énergie lumineuse ou pour
biosynthétiser;, comme le ferait la plante, les produits florigénes néces-
saires & liexprccsion et au développement des fleurs, ceci & partir de pré-
curseurs présents dans les tissus de hampe florale de tabac (accumuléds &
la faveur de la mise & fleur des plantes cntiéres) ou dans les racines d'en-
dives (accumuldés & lo faveur d'un traitement de vernalisation). La biosyn-
thése du "flcrigeéne", ou la {transformation du méristiéme gemmaire en méri-
stéme végétatif puls floral, sount stimulées par ltaction de la lumidre de
fagon indiscutabvle,

e. Culture de plantules "in vitro" de la germination & la fructi-
fication.

Des méthodes pour la mise & fleur et la fructification de Jjeunes
plantules "in vitro" ont ¢été mises au point par plusieurs chercheurs dans
le but d'études génétiques et des relations h8te~parasite., Citons les étu-
des de LAIBACH (96) et c.lle de LANGRIDGE (99) sur Arabidopsis Thaliana,
de LOO (104) sur Baeria Chrysostoma et de STEINBERG (396) sur Nicotiana
rustica. Les résultatats de ces auteurs confirment en général ceux obtenus
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par les techniques cuposces précédenment, Linsi, SUDINBERG (396), élevont
des plantules de N, rustica sur des milieux plus ou moins richec en saccha=
rose, a2 observé que lao concentration optimum pour la mise a flcur ¢tait

de 100 %,

Enfin, OKONKWO (125 % 128) a réussi & faire germer et 2 obtenir
"in vitro" des jeuncs plantcs de Strign scnegalensis, cspeéce porasite des
cultures de Mals et de 3Sorgho en Afriguc. Il incorpore cu nilieuv un ex-
tronit de racine de Sorgho et utilise lc milieu minéral de MURASHIGE et
SKO0OG gqui lui o donné, comme MARGARA ct RANCILLAC pour leurs travaux sur
ltendive (113), de meilleurs résultats que le Knop. Les petites plantes
fleurissent "in vitro" avnreés 4 mois % ct donnent des graines viables, Elles
ne gemblent dépendre du Sorgho, lorsqu'elles le parasitent, gque pour leur
alimentation en ecwu et en azote., Les gquantités de sucre reguises sont
moins importantes (20 %, de saccharose) que pour le tabac ci-dessus, étu~
dié par STEINBERG (396)., Par contre, le Striga a besoin de grandes quanti-
tés d'azote qui peuvent 8tre fournies sous forme organique (400 ng/l de
glutamine).

f. Conclusions.

Les trovaux que nous venons dlanazlyscr vont nous permettre de dé-
gager les principales idées directrices gui seront utiles pour réussir avec
le maximum de chances a provoquer une "évolution florale in vitro" des
boutons floraux de chiysanthéme en voie de développement.

Les organes floraux en survie dans un milieu non aseptique et
surtout en l'abscnce de tout &lément nutritif ne peuvent évoluer quc chez
cecrtaines especes particulidrement adaptées. Bn général, 1'évolution sc
fait alors toujours dons le scns d'un retour vers 1l'état végdtatif,

La culture "in vitro" permef de prolonger la survie, mais il se
produit également un retour vers 1'état végétatif si certaines conditions
ne sont pas réunies (quantités trop faibles de sucrec = ex. cxpériences de
LA RUE, 101, fécondation de 1la fleur - ex. cxpériences dec NITSCH, 118,119).

Quels sont les facutcurs qui semnblent agir sur 1'évolution vers
1'¢état floral °?
1. La lumieére,

La lumiére est utile & la formetion et au dévelopnement des
fleurs, bien gue les apex de ccrtaines cecspéces peuvent former des fleurs
4 1'obscurité (cuscutes BALDEV, 65 ou le Scrofularia arguta, en l'ab-
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gence de rocines; MIGINIAC et CHOUARD, 113).

Il est mossible d'induire "in vitro" la mise & fleur d'apex
végétatifs isolés en photopliriode convenable : ex, chez la cuscute,
BALDEV, 65; le Perilla, R.GHAV.H, 137 et RALGHAVLE et JiCOBS, 138; le
Cestrum, CRIESHEL et CiPLIH, 8%; le Viscaria, BLLKE, 69, etc, De m8me,
la ndéoformation des fleurs "in vitro"™ & vportir de tissus inflorescen-
tiels a pu &tre améliorée en soumettant les cultures & des photopé-
riodes inductives (inmne flornle de Tobacy AGHION-PRAT, 62; PAULDT,
129, etc,) ou & partir de tissus végétatifs comme la racine d'endive
(PAULET et NITSCH, 130), des frogments de tiges végétatives de Plumbago
indica L (I'ITSCHE et NITSCH, 122 ) ou des fragments de feuilles (Strepto-
carpus; ROSSINI et WITSCH, 142),

Par contre, les fleurs et les boutons flornux sont insensibles
au photopériodisme, btien que la lunmic¢re soit favorable & leur dévelop-
pement; il est donc utile d'dclairer les cultures.

2. La respiration est nugmentée chez les organes en survie
et chez les plantes auw moment de 1. formation des fleurs. Pour FTaciliter
1'évolution vers 1'état floral, il est semble~t-il indispensable d'as-
surer une bonne respiration des cultures,

3« Les élénments winéraux, en particulier 1l'azote et le bore
sont utiles & la formation des fleurs (COMBES, 77, 314), a leur maintien
en survie (AARTS, 378, 380 3 BELYNSKAYL, 579) ou & leur nécformation
"in vitro" (MARGAR: et RANCILLAC, 112).

Le Les sucres favorisent aussi la survie des fleurs ou leur
néoformation., De fortes concentrations en saccharose sont nécessaires;
avec les faibles concentrations, 20 & 30 %, les fleurs ne se forment pas
ou évoluent végétativement. Une seule exception est priésentie par le
Plumbago indica L., pour lequel l'optimum n'est que de 20 a 30 % (WITSCH
et NITSCH, 117). Le saccharose est habituellement utilisé, mais lorsque
les fleurs sont formées a partir de tissus végétatifs, d'autres sucres
peuvent lui &tre substitués,

5. Les auxines LIL, AVA, 2.4.D inhibent la floraison "in vi-
tro" comme sur les plantes entidres. Cependant, l'acidc,?indolyl acé-
tigue stimule la néoformation des Tleurs sur les fragménts de feuilles
de Streptccarpus (ROSSINI et NITSCH, 142) et le développement de l'ovaire
des fleurs & potentialité mfle-, et inhibe - celul des étamines des
fleurs hermaphrodites du Concombre (GLLUN et coll, 84, 85).
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6. La Gibbérelline agit de fagon différente sclon les es-
néces : elle stimule por exenple la néoformation des fleurs sur les
morceaux de racines d'endive vernalisces, mais l'empéche sur les frag-
ments de tiges inflorescenticlles de tabac, ou sur les fraguente de

tiges végitatives de Plurmbago indicn L, (WITSCH et WITSCH, 117).

7. La kindtine et les cytokinines stinulent la formation des
fleurs, mais surtout Bm présencce d'auvxine ou d'adénine.

8. Lt'adénine ect aussi un stinulateur suriout lorsqu'llecst
en mélange avec la kinédtine,

9, Les inhibiteurs de c¢croissance ont montre des effets di-
vers selon les cspéccs et selon les auvteurc. Por exemple, l'acide tri-
icdobenzo¥gue est inactif sur la néoformation des fleurs chez l'endive
(expériences de PAULET, 129) ou 1o stimule (expériences de MARGARA,
RANCILLAC et BECK, 110).

10, Des acides aninés ou leurs précurseurs, certains précur-
seurs des acides nucléigues, certrins précurseurs des composés antho-
cyaniques ou flavoniques (abendents dens les fleurs) aussi bien que
certains composés polyphénoliques ou leurs précurseurs, ont montré par-—
fois une action stimulante sur la floraison (PAULET, 129; NITSCH et
NITSCH, 117).

Tnfin, deux points inmportants ne semblent aveir retenu 1l'at-
tention des auteurs que trés récemment : 1'hétérogénéité du matériel
et des réponses & un nfme fecteur, 1'éloignement des sites d'absorption
et d'action des éléments macro et microtrophiques,

a, Lo question de 1'hétérogénéité du matliriel cst passde sous si-
lence par presque tous les auteurs., Il n'est fait mention de répétitions
des expériences que dans les derniers travaux, en 1964 et 1965, de
NITSCH ot NITSCH, 122; 4'AGHION-PRAT, 62; de PAULET, 129 et de MARGARL,
107 & 110, Les observetions n'ont norté souvent que sur quelques or-
ganes développés par traitement,

PAULET, 129, wpuis HMA4LRGARA, 109, ont mis en dvidencce unc hété-
rogénéité dez réponscs chez une méne variété d'endive, certnins explan-
tats de rocines non vernalisées ont pu former des fleurs., Chez le Tabac
Wisconsin 38, il existe un gradient de propension 4 la néoformation des
fleurs du haut en bas de la tige (CHOUARD ct AGHIOL, 75)



de chrysanthémes, on renargue due les capitules ne se developpent pas
de la m@uc moniere sclon le  traitement subi par la plante (vernalisax
tion, photopériodisme) et sclon 1la position des fleurs le long de la
tiges il est donc nécessairc dc standardiser la méthode de mise a
fleur ct prélcver les Dboutong toujours au méme endroit.

b, Aucun auteur nta tenu compte de 1'éloiguneient dcs sites d'ab-
sorption (ouw de biosynthése) et d'action des substances. Bn principe,
le site d'action sc situe au nivesv des mérisftemes apicaux ou gemmaires
aqui formecront les primordia floroux (PLANTEFOL, 367, 368; LANCE-NOUGA-
REDE, 360, 364, ctc.). Ce site d'action ezt en général séparé du site
d'ezbsorption par des tissus ou des cellules qui, dans le cas des apex

ou des tiscus "végétatifs", renfcrment ddja des substances actives,
Ces tissus peuvent métaboliser ausci les substances absorbées dans le
milicu, D'azilleurs, plus on préléve de tissus différenciés ou "inter-
nédiaires" avec le site d'action, plus on wmodifie la réponse aux di-
vers traitements : cas de la mise & fleur de gemmules avec des frac-—
tions plus ou moins inportantes de cotylédon, selon HENRICKSON (90),
cas des apex de Perilla cultivés seuls ou avec une ou deux paires de
feuilles, selon RACHAVAN et JACO0BS (138).

C'est le cas également de la néoformation des fleurs & par-
tir de fragments de tige d'Iris (PERLIRA, 137), de tige ou de hampe
ic tabac (AGHION, 58, 59; AGHION-~PRAT, 62; CHOUARD et AGHION, 75) ou
de racine d'endive (PAULET, 129); de fraguents de tiges végétatives
de Plumbago indica L., (NITSCH et NITSCH, 117) et mieux encore avec des
fragments dc feuillecs de Streptocarpus (ROSSINI et FITSCH, 142); le
photopériodisme ou le thermopériodisme agissant sur ces tissus peuvent
stimuler ou empécher la {orrstion des fleurs.

D'aillcurs, lorscue 1l'induction florale a licu & vpartir de
tissus végétatifs (Travaux de OKONKWO sur les plontes de Striga, do
NITSCH et NITSCH sur des fragments de tige végétative de Plumbago, de
ROSSINI et NITSCH sur la production de fleurs par des fragments de
feuilles de Streptocarpus mobilis, ¢,B, Clarke), les qurantités de sucre
exigées dans le milieu sont les n@mes que cellces nécessaires pour les
cultures de tissus végétatifs ( 20 %, de sacchurose).

On peut donc en conclure gue 1l'étude de lt'induction florale
ou de la néoformation des fleurs "in vitro" & partir d'apex ou de tissus
végdtatifs ou plus ou moins inflorescentiels (fragments de tiges flori-
féres ou de hampe florale) est une méthode déji plus efficace gue celle
qui consiste & provoguer "in vivo" la mise & fleur de plantes entiéres,
Mais & mon avis, ce n'est gu'unc trensposition du probléme & une é-
chelle plus petite; sn complexité demeure,



En ce gui concerne la culture "in vitro" des houtons floraux
de chrysanthéme, c'est une (uestion qui ne m'a pas échappé. Dans ce
travail, les boutons floraux ont ¢té utilisés avec ou sans pédoncule.
Jl'ai tenté de cultiver des récentacles floraux, site de la formation
dcs fleurs sur un tissu floral, mais sans beaucoup de succés car au
moment de llexpérience, la technigque de culture gqui fait 1ll'objet de ce
travail n'dtoit pas au point., L& culture des boutons floraux ne cons-
titue donc, dans mon esprit, qulune étane dans les recherches gui doi-
vent tendre & rfussir la culture du réceptacle florel seul, cl'est-a-
dire le site de formation des fleurons avec le minimum de "tissus in-
termédiaires", ces derniers risquant en effet d'influencer plus ou
moins les réponses aux traitements,.
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MATLERTITZETL LT METHODZES

Ao MATERIEL,

Ce chapitre comprendra la description ¢du matériel utilisé : pour
la mise & fleur des chrysanthémes, pour la prénarntion des boutons floraux
(prélévement, désinfection et ensemencement) et pour les cultures "in vi-
tro”.

I, MATERIEL UTILISE POUR LA MISE A FLEUR,

a, Photondriodisue.

Les recherches prd¢liminaires nécessaires pour déterminer 1l'effet
de la longueur du Jjour et 1lteffet dec variations saisonnieéres de l'iuntensi-
té lumineuse ont été effectuées dans une partie annexe du Phytotron du CNRS

N

3 Gif-s-Yvette,baptisée Semi-Phytotron, d partir de 1959, (*)

Cette instollation comprenait un abri vitré exposé au midi et
grossiérement climatisé¢é a l'aide de radiateurs électrijues et de puissants
ventilateurs, Ainsi, 1'hiver la tenmpéreture minima pouvait 8tree réglée a
16=18° C, mais en été, malgré lao ventilation elle s'élevait parfois & 30-
%350 C au milieu de la journée.

Les chrysanthémes placés sur des chariots, aprés 8 heures d'expo-
sition & la lumiZre du jour dans cet abri, étaient ensuite rentrés dans
des salles "obscures" indépendantes, zrossiérement climatisées (16-=18° ()
pour y passer la nuit., Certaines salles comportaient, suspendues au plafond
par des chaines réglables, des batteries de tubes fluorescents Philips
"Blancs Lumiere du jour de luxe" de 40 w chacun, commandées par des horlo-
ges et qul permettaient de donner un éclairage dlappoint avec une intensi-
té de 3000 lux au niveau des plantes. On obtenait avee ce dispositif les
photopériodes suivantes :

(*) A cette époque, malheureusement, le Phytotron n'était pas encore
terminé et je n'ai pu bénéficier de ses installations,
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T A BLEAT I

Terps d'exposition 2 Eclairage supplémen—%

Photopériode la luniére du jour taire artificiel :

(abri vitré) i

Salle no° ' Temps |
8 heures 3 heures 1 0
10 - 8 - 2 2
12 - 8 - 3 4
14 - 8 - 4 6
16 - 3 - 5 8
24 - 8 - & 16

!
b, Froid.

Les études sur l'exigence de froid (vernalisation) ont é+t4
effectuées & 1'aide d'une chambre froide & + 5° ¢, ventilée, dans la-
quelle des tubes fluorescents Philips "Blanc lumiére du jour de luxe"

de 20 W dispensaient 1500 lux environ au niveau des plantes pendant
9 heures (j.c.).

II. MATERIEL POUR LA PREPARATION DES BOUTONS FLORAUX (PRELEVEMENT,
DESINFECTION ET ENSEMENCEMENT).

\
&~

Ces instruments comprennent : une bofte & gants avec ses ac-
cessoires, une soutireuse, des aiguilles dl'ensemencement et des flacons
4 désinfection et & eau stdérile,

a. La botte & gants (Planche I, Fig. 1).

Elle a été concue de manigre & présenter un volume dl'air facile
4 stériliser et surtout & maintenir stdérile. Sa forme gdénérale est celle
d'un porallélépipede (75 x 55 x 70 cm)., Meis 1l'un des diddres, dont 1'a-
r8te est constitude par l'une de; grandes longueurs de lo partie supérieurc
a été supprimé. Le volume est tronqué par un plen incliné allant du prafond
dont il ne subsiste que 16 cm de large, vers la base du grand c8té latéral,
dont il ne subsiste qu'un panneau de 25 cm de haut. Ce plan incliné se trou
ve placé vers l'avant de l'appareil et comporte une vitre (gl) par laquelle
l'opérateur peut suivre toutes les opérations & l'intérieur de l'enceinte.

Le plafond de la bofte, 2insi que la partie supérieure du plan
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3 o s p3 1 —
incliné ci-dessus, est en t8le d'eluminiun (al) afin de résister & la cha
. - " — ) o ] n
leur du bec bunsen (b) ui se trouvera nlacé au-dessous, sur le plancher
de la bofte.

Ay

Le penneaw vertical, & l'avent de ltapparcil (reste du gragd ct--
té), o une hauteur modeste, ainsi gutil est it plus haut (25 cm) mais suf=~
fisente nour recevcir par deux orifices ellipticues des manchons (ma.) en
matidre plastique destinés au passage des bras de ltopérateur, Sur les fa-
ces des deux extréuités de la bofte, sont percées deux portes (30 x 30cm)
fermant hermétiquement (pd pg) par lesquelles on peut entrer ou sortir
le matdériel; elles peuvent 8tre enlevées pour permettre 1‘assemblave laté~
ral et la communication de plusieurs boftes & gants, en vue d'un trovail
1écessitant plusieurs opérateurs,

Sur la grande paroi verticale du fond et en haut sont disposés:
un tube & ultra-violets (UV) (1ampe germicide Philips de 40 W) dont ltef-
ficecité bactdricide et fongicide a été contr8lée, et un tube fluorczcent
blanc de 20 W pour 1l'éclairage normal (L); chague tube est commandé indé-
pendanmment par un interrupteur (It).

Afin d'éviter toute pollution de 1'air de l'enceinte apres sa
stérilisation, par l'ouverture des portes ou l'introduction des mains dans
les manchons, l!atmosphére est toujours waintenue en surpression. Un brl-
leur bunsen (b) permet de stériliser les instruments. Cependant, ce brf-
leur (Planche I, Fig. 2) a été modifié de maniére & éviter son extinction
par un énuisement progrescif con oxygéne de ltair de 1ltenceinte. La vi-
role 2 été remslacée par un manchon en métal (m.) sur leguel une dériva=-
tion fixdée & un tube en caoutchouc permet d'a pprov1s1onner la flanme en
air frais venant de l'extérieur (Planche I, Fige 3). Ltair ainsi introduit
ne contamnine pas celui de 1l'enceinte porce qu'il passe au fur et a nesure
dens la flamme qui lc stérilise., Les gaz brflés du bec eniretiennent 1la
suppression nécessaire pour emp&cher toute entrée d'air extdérieur pollué.
Cependant, afin guc la température reste dans des limites convenables, il
cst nécessaire d'évacuer malgré tout une partie des gaz brf@lés a 1l'aide
d'une trappe (v.) Cdont l'ouverture est réglable (o.)) placée 2 la partie
supérieurc de l'une des extrémitls de l'enceinte, Bien que la pression des
gaz emp8che 1ltalr extérieur de pénétrer, il est préfércble cependant de
fermer cette trappe lorsque lt'on ouvre l'une des portes de la bolte, afin
de ne pas créer un appel d'air extérieur par tirage.

be La soutireuse (Planche I, Fig. 4 et 5).

Elle permet d'enlever aseptiquement les liquides du vase de dé-
sinfection, Les orgnnes désinfectés ne pcuvent 8tre entrefnés vers 1llexté-
rieur comme au cours d'un tronsvascment., Cet cnpareil comporte un vetit
Erlenneyer de 50 cm? dont le col est fermdé a l'eide d'un bouchon de caout-—
chouc ou de matiére plastigue percé de troic trous, Ltun de ces trous laisw~

J‘“
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sc passer un tube fin coudd (n° 1 ag) métallique de 3 nmm de diametre
- . z . . R S . > [¢] ~
et dont llextrémitdé extéricure, friscnt un angle de 600 & 80° avec celle
0

gui pénetrc dans le flacon & unc longueur de 20 a 25 cm,

Un autre trou du bouchon rcgoit un petit tube de verre (no 2),
replié selon le m8me angle que lc tube précédent et qui pénétre jusqu'an
fond de la fiole., Ce tube sera prolongé par un autrc tube souple en ma-
titre plostique (chlorurc de polyvinyle) qui, fixé & unc trompe & vide
(v), nermettra de faire une dépregsion dons le flacon et d'évecuer les li=-
gquides soutirés.

Enfin, par le troisiéme trou passe un autre petit tube en verre,
court (n°® 3), qui met l'atmosphére du flacon en équilibre avec 1lexté-
rieur, Son obturation provoque une dépression de la part de la trompe &
vide par l'intermédiaire du deuxiéme tube, et les ligquides peuvent 8tre
aspirés par lc tube métallique n° 1,

Pour évacuer le liquide d'un récipient aseptique, on procede
avec cet appareil comme on le ferait avec une aiguille & ensemencer (Fig.
5). On prend l'erlenmeyer dans la main droite, l'index levé au~dessus du
tube n® 3, Le tube métallique (n°® 1) est stérilisé par chauffage & la flam-
me du bec bunsen, Il suffit ensuite d'ouvrir le flacon dans legquel se trou-
vent les organes désinfectés, d'y faire pénétrer le tube métallique stéri-
lisé de la soutireuse et d'obturer dcucement avec 1'index le tube n°® 3 dec
celle~ci : le liguide est immédintemcnt aspiré dans l'erlenmeyer d'ol il
est évacué par la trompe & vide, Il n'y a pas de danger d'un retour du li-
guide de l'erlenmeyer dans le vase & stérilisation, car les diamétres des
tubes sont calculés de telle sorte que, m@me lorsque le tube n°® 3 n'est
pas obturé, l'aspiration de la trompe est suffisonte pour créer une trés
légere dépression dans la fiole et par consédquent une faible aspiration
par le tube métallicue (n° 1),

On pourrait craindre que le tube métalligque, chauffé pour sa sté-
rilisation par la flamme du bec bunsen, ne vienne, guand on le plonge dans
le vase a désinfection, brfiller les organes ou les abfmer en provoguant
une augmentation de la température du liquide dans lequel ils baignent. Il
n'ten est rier si 1l'on 2 soin de faire affleurer la pointe du tube de 1la
surface du liquide au début de l'aspiration. Les premiéres gouttes absor-
bées refroidissent ropidement le tube et évacuent aussitbt ltexcédent de
calories,

Le débit de la trompe & vide doit &tre réglé pour 8tre nil trop
faible ni trop fort,.

Enfin, lorsque la dernidére goutte de liquide est évacuée du vasec
3 désinfection, 11 est nécessaire d'arr8ter rapidement ltaspiration en ces-
sant d'obturer avec l'index lt'ouverture du tube n° 3,



c. Les flacons & désinfection (Planche I, Fig. 8).

Ils ont été &galement modifiés, Tout d'abord, la pratigue m'a
montré qutil ect difficile et risqué d'utiliscer un récipient trop granq -
par rapport au matériel végétal & stériliser, En l'occurrence, pour stéri-
liser une dizaine de boutons floraux, il fout un récipient de 50 cm3 en-
viron,

Au début, je stérilisais dans des tubes de culture en Pyrex
24 % 160 1im, obturés par un bouchon de coton, Tres rapidement, ce systdue
s'est montré incommode car il fallait un porteir assez important, et en
versant le liquide ou les eaux de lavage, les boutons dtaient entrafnés a
l'extérieur; 1ltusage de la soutireuse permet d'éviter cet inconvénient,
D'autre vpart, le bouchon de¢ coton pouvait, & chaque opdration, centrafner
des germes sur la paroi intérieure du tube; un mauvais flambage et tous
les boutons »nouvaient 8tre contominés,

J'ai choisi alors 1ll'erlenmcycr dc 50 cm3, dont le col a été cou-
pé de son rebord dvasé (il reste la partie droite et cylindrique). Le bou-
chage est effectud & 1'aide d'une capsule métallique (Horton Stainless
Steel) ou par un capuchon cylindrique en verre (tube & fond plat) de 5cn
de haut et d'un diamétre intéricur supdéricur de 2 & 3 mm & celui du dia-~
metre extérieur du col de 1lterlenmeyer,

Le flacon, avec son capuchon, cst stérilisé & 1'autoclave avant
utilisation,

d. L'aiguille & ensemencer (Planche I, Fig. 6, 7).

Cl'est en réalité une fine spatule fendue en V & son extrdémits,
Elle ressemble un peu au petit instrument en bois (fourchette) gue les
horticulteurs utilisent pour le repiquage des plantules de Begonia, Elle
est constituée par un ruban de ferro-nickel de 60 mm de long sur 2,5 nmn
de large, que 1l'on soude a llextrémité d'une tige de verre ou gui est ser-
ré dans un porte-aiguille ordinaire,

IIT, MATERIEL POUR LA CULTURE "IN VITROM" DuS BOUTONS FLORAUX.

a. Les tubes de culture (Planche I, Fig, 9).

Les tubes de culturc gui recevaient les nilieux nutritifs et les
boutons floraux étaient du modele courent 24 % 160 nm., Au cours des pre-~
miers essais, ils étaient bouchés avec du coton et coiffés d'un papier d'a-
luminium stérile, selon la méthode conseillée pour les cultures de tissus
végétaux (GAUTHERLDT, 291; HELLBR, 292). Meis ce systime emp@chait un éclai-
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rement uniforme des cultures, les lampes étant placées au—de§su? des'tubes.
Clest la raison pour laguelle les tubes ont ensuite &té fer%es a l'glde
d'un canuchon en verrc de 50 mm de haut (Planche I, Fig. 9), L'éclairenent
dtait einsi focilité sinsi que la respiration des cultures, nais afin gue
1'air de la salle de culture n'entre pas dens les tubes a la faveur d'une
variation journalieére de la température ct afin que les milieux ne sc dé-
shydratent pas, la salle de culture a été climatisée,

be La salle de culture.

La température de la salle était meintenue & + 25° C + 0,5° C et
1'humidité relative & 65 % + 2 %, ce gui évitait la pénétration intempes~
tive de l'air dans les tubes, l'air 4tait ainsi renouvelé par wune diffu-
sion lente des gaz et les milieux perdaient une ireées faible guantité d'eau,
de sorte qu'il a ét{ possible de conserver pendant plusieurs années des
cultures sans aucune contamination,

Bien que les boutons floraux de chrysanthéme se soient montrés
4 peu prés insensibles au photopériodisme, ils &taient cependant éclairés
dans la salle de culture par des tubes fluorescents Philips "Blanc lunmiére
du jour de luxe" dispensant 3500 lux au niveau des cultures pendant 9 h
par jour,

B. METHODES.

Nous examinerons successivement : la méthode pour la production
de boutons florcux standards, la méthode de prélévement et de désinfection
des boutons, la méthode de culture "in vitro" (mise au point du milieu de
culture de base, l'ensemencement) et les méthodes d'observation et d'inter-
prétation des résultats.

I. METHODE POUR L4 PRODUCTION DE BOUTONS PLORAUX STANDARDS.

Afin d'éviter une hétlérogéndédité génétique, les plantes provenaient
d*un bouturage effectué toujours dans les mémes conditions & partir d'un
m8me clBne, Mais la fleur étant la résultante de la vie végétative de la
plante et des réactions de cette derniire vis & vis des divers facteurs du
milieu, i1 était indispensable de comparer diverses variétés afin de choi-
sir la plus stable et celle qui précentait le minimum d'!' "emp&chements" X2
la mise & fleur,

* (e systéme de bouchage est & présent adopté dans plusieurs autres labora-
toires.



Entendons par 12 gue la plupart des voeriétes ne peuvgnt fleu%ir
gu'2 la condition d'avoir subil le froid de 1'hiver (vernalisation) ou des
jours longs précédant les jours courts, etc. Ces inhibitionc successives
qui se présentent au cours de la vie de la plante 1l'enn@chent de fleurir
de facon intempestive en contre saison, mais les conditions oui permettent
de lever ceg barrages succescifs constituent autant de causes qui indui-
sent une hétérogénéité dans le rdsultat final : la formation du bouton flo-
ral.

Les expériences pré¢liminaires qui ont permis le cholx d'une va-
riété ont dur’ gquatre ans envircn, Dix varidétdés ont été comparées guant &
leurs réactions vis & vis des facteurs du milieu : température (vernalisa-
tion des drageons, température favorable & la croissance et a 1la floreison),
longueur du jour (Photopériodisme), aptitude & la formation des fleurs &
l1tobscurité, réoctions & la givbérelline, etc, Pour la plupart de ccs va-
riédtés, je ntail d'ailleurs trouvé aucune dounée précise dans la littéra-
ture en ce qui concerne leurs exigences écophysiologiques., Legs régultats
obtenus, qui n'entrent pas dans le cadre cde cette dtude, seront publiés
ultérieurement.

En définitive, clest la variété "Souvenir de Georges PECHOUM
cl8ne de serre tiéde, qui a été choisgie, Cette variété,culitivée pendant
une vingtaine d'années en serre tiddedec 18 & 35° C par M, le Professecur
P. CHOUARDsa donné naissance 4 un cléne gui ne ressemble plus (la colora-
tion des fleurons mise & wart) 2 la varidté horticole d'origine.

’

Aussi, il m's semblé indispensable de faire vérifier 1'identité
de ce chrysanthéme par un spécialiste. A cette fin, des "potées™ ont S$té
préparées par la mdthode horticole habituelle : hivernage des nieds méres
gous chagsis, bouturage des rejets au printemps et conduite de la crois-
sance et de la floraison par pinccments et éboutonnages successifs, **

. . - Ly d ’ . *
a., Description sommaire de la variété Souvenir de Georges PECHQU

La vari¢té “u commerce a l'aspect représenté par la Figure 1,
Planche VII. C'est une variété déja ancienne gui servait surtout & la pro-

tules se dégagent bien du feuillage & l'zide d'une hampe florale assez lon-
gue (20 & 35 cm). La plante 2 en général 50 & 80 cm de haut, les tiges sont
robustes et de fort diameétre. Les feuilles grandes (jusqu'é 15 cm de long),

* Chrysaenthemum morifolium Ram, x C. indicum Sal. - c.V. Souvenir de Georgec
PECHOU,

*¥ La préparation de ces plantes a été effectuée par M. LEMAIRE, jardinier
fleuriste professionnel du CHRS & Gif-s=Yvette et la détermination & par-
tir des "potées" ainsi prépsrées, par M., PIRON - Ingénieur horticole -
Président de la Sectiion "Chrysanthémes™ de la Société Hationale d'Horti-
culture de France., Je tienc ltun et l'autre 3 les ascurer de ma treés sin-
ceére reconnaissance,
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vert glauque en dessus, plus plle et conne p??dreuses en dessous;:sed
maintiennent rarvement a L'horizontale. Le capiiule prend vefs la fin de .
1tZ4panouisseuent une forme sub-sphaodrique car les Plus groncs f}eurons li=
culds sont légérement retombants. Les fleuronz sont de couleur J?une et
;ouvent colords de rouge-marron sur la face inférieure de leur ligule, La
licule st'étale plus ou moins et se termine par quelques grosses cents ou
lobes irréguliers. A la fin de la floraison, il appareft sortant du sol

au bas de la plante, des drageons dormants & entrenoceuds courts et feuilles
en rosette (fldches, fig. 1, Plaunche VII), Ces drageons ne peuvent ge dé-
velopper en jours courts si l'on sectionne les tiges principales. Leur
dormance peut 8tre levée par un séjour au froid (nivernage) ou par des
jours longs,

Le cléne (Planche VII, fig, 2, 4 et 6) cultivis en éﬁre ticde,
en jours longs, est plus élancé, Il peut donner des branches gréles ayant
parfois jJjusqu's 1 & 2 métres de long, Les feuilles sont plus courtes que
chez la varidté type (7 & 10 cn) et d'un vert p&le, Le Douturage de l'ex-
trénité des tiges cn croissunce donne des plantes & tiges fines parfois
pigmentdées de rouge a la base, kElles fleurissent aussi bien en jours loungs
gqu'en jours courts, au titéde & 16-20° C, ainsi que nous le verrons ci-a-
preés. Les drageons gui appnarciscent & la base ne sont pas dormants; ils se
dévelonpent woins ropidement gue 1o tige principale (Planche VII, Fig, 2,
fléche). Ils fleurissent & lecur tour dés que les capitules de la tige vrin-
cipale sont épanouis. Les capitules ont des fleurons jaunes; la pigmenta-
tion rouge-marron de la face inférieure de la ligule a disparu presque con-
pléetement. Comme leo ligule des fleurons est moins longue et moins large
que chez 1la variété du commerce, ils retombent trés peu, de sorte gque les

cenitules vus en dessus ont un aspect royonnant (Planche VII, fig. 4).

be Ixomen succinct des exigences écophysiologiques de la veriété Sou-
venir de Georges PECHOU -~ Cl8ne de serre tieéde,

Le chrysanthéme o été classé par GARNIER et ALLARD en 1923 (15)
parmi les plantes de jours courts, Depuls, de nombreux travaux (voir 1la
littérature citfe & la fin de ce chapitre) ont permis de déterminer qu'til
existait, parmi les varidtés de chrysanthéme, toute unc gamme guant aux
réactions aux divers facteurs du wmilieu et anotamment en ce gqui concerne le
besoin de vernalisation , 1les effets de la température sur la croissance
et 1la mise a fleur, le photopériodiswme, les rdéactions 2 1la gibbérelline,
etc, Ainsi, certoines varidtés ne pcuvent 8&tre mises & fleur qulapreés a-
voir été vernalisédes, mais chez d'outres 1l'effet du froia peut &tre rempla-
cé par les jours longs ou par la gibbérelline, Aprés vernalisation, cer-
taines variétés sont rendues sensibles aux jours courts, mais d'autres peu~
vent &tre mises & fleur par des jours longs, etc.

Avcune donnée sur la comporteument de la variété Souvenir de Geor-
ges PECHOU vis-a-vis deg facteurs du milieu n'a ¢té trouvee dans la 1litté-



rature citée & la fin de cet ouvrages Les résultats qui ont permis la con-
nwaiscance des exigences ¢cophysiologiques de ce cl8ne nc pouvant &tre ex-
nogdés ici "in extenso'", ils fcront l'objet de publications ulterieures.,

Ces recherches proliminaires viscient & la mise au point d'une
méthode de mise & fleur pour la production des boutons florsux standards
nécess~rires aux cultures "in vitro", L'esscntiel des résultats obtenus 2
trait : oa 1l'effet de la température, de l'acide gibbérelligue et de la
longueur du Jjour sur la croissance, la mise & fleur et 12 forme des bou~
tons Tloraux et & lleffet de l'obscurite sur lo formation des copitules,

1, Bffets de la température.

Le clBne utilis¢ n'ayant pas de drageons dormants en scrre tidde
n'a pas besoin de vernalisation. Une série d'expériences a permis de mon-
trer d'uilleurs gu'lun abaissement de tempéroture & + 2° ¢ ralentissait le
développement des drageons., Par hivernages répétés des souches sous chfs-
sis aprés floraison (*), ou par des refroidissemcnts répétés en chambre
froide & + 2,5° C, il apparaft & la base des plantes des drageons dormants
avec des feuilles e¢n rosctte et gui ont 2 nouveau besoin de vernalisation.
Ce clBne est donc déshabitud du froid (RABECHAULT et CHOUARD, 228) .

Pendant lao croissance des tiges, et surtout pendant le trai-
tement de mise & fleur par les jours courts, un abaisscment de la tempéra-
ture au-~dessous de + 7° C inhibe 1l'allongement des entre-noceuds; il se for-
me alors une rosette perchée de feuilles & l'extrémité de la tige princi-
pale., La reprise de l'allongement et la floraison sont retardées d'auvtont
plus gue l'abaissement de température a ¢té important et a duré plus long-
temps.

Ce cl8ne doit 8&tre cultivé & une température minimum de + 16° C.

2. Effets de 1la longueur du jour,

Lt'expérience guvivante, prise comme execmple, comportait 6 lots de
10 plantes issues de bouturecs et qui oat été traitées par 6 photopériodes
différentes 8, 10, 12, 14, 16 et 24 h & 1l'~ide duv dispositif décrit dans
le chapitre "Matariel®,

Chaque semaine, j'ail mesuré lc toille des plantes, compté le nom-
bre de feuilles et observé le déroulement de la mise & fleur . Les courbes
de croissancec (Graphique I) ainsi que les courbes ce ovroduction de feuillec
montrent gqu'il existe deux groupes dc plantes trés nettement séparés et qui
gse développent différenment. Le tobleau I dons lequel sont consignés 1a

(%) C'est cette tcchnique qui a été utilisée pour vérifier 1'identité de ce
cl8ne de serre tiéde.
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taille moyenne finale de chaque lot, le nombre final moyen dc\feuilles
énises jusqu'a la flecur tcrminale, ct le temps moycn de m}se a flegr.(nom—
bre de jours écoulés depuis le début du traitcment Jjusqu'a l:apparltlon

du bouton floral & l'extrémité d¢ la tige) permct d'arriver & la mé?e COnm

¢clusion, Le premier groupe est cclui des plantes en Jjours courts 8 a 12 h
¢t le second celui des plantes cn jours longs 14 & 24 h,

TABLEAT ITI

EFFETS DE LA LONGUEUR DU JOUR SUR LA TAILLE FINALE, LE NOMBRE
DO FEUILLES A LA FLORAISON ET LE TEMPS DE MISE A FLEUR

Photopériodes
8 h 10 h 12 h 14 h 16 h 24 h

Observations

Hauteur moyenne des plantes
(en cm), 21,12 31,02| 33,66 | 67,58| 95,65| 98,98
+3,42| +2,20| +1,57 |+12,17| +7,20| +8,25

Nombre moyen de feuilles 10,20 11,80| 13,801 28,80 39,?0 32,40
par plante +0,56/ +2,78] +1,027 +5,50| +4,34| +5,72
Temps de mise & fleur 23,80 24,20 23,20]103,6 |138,20|110,20
(en jours) +3,25] +8,67| 43,24 |+61,34|+42,23|+58,37

Bn jours courts (8 a 12 h), le cycle végétatif est plus court
qu'en jours longs et la floraison beaucoup plus précoce, plus groupée ct
plus homogéne. Si cette expériencc avait été arr@tde au 62%me jour, alors
que la floraison du premier groupe était bien dtablie (fleurs épanouies) et
que les plantes du deuxiéme groupe étaient toujours dans leur phase active
de croissance végétative, on aurait pu penser que cette variété était de
"jours courts" (clest ce qui a été fait par d'autres auteurs pour d'autres
variédtés), L'étude mathématique approfondie des résultats obtenus et gui
sera publide par ailleurs =a pernis de mettre en évidence l'existence de
deux modes de mise & fleur ayant leur optimum respectivement en jours
courts (10 h) et en jours longs (16 h d'éclairement),

Non seulement les plantes de ces deux groupes ont une croissance,
un port et une floraison différentes, mais elles donnent lieu & la forma-
tion de deux sortes de boutons floraux déji connus des horticulteurs : les

] " . . N
"boutons couronnes (jours longs) et les boutons "terminaux" (jours courts),
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- Torme et structure des boutons floraux des plantes en jours
longs et des plantes en jours courts - Choix des boutons flo-
roux pour les cultures aseptiques :

BEn jours longs (14 & 24 h), le bouton de ltexirémité de la tige,
appelé "bouton couronne" par les horticulteurs, a la forme d'un tronc de
c8ne renversé, Il est vert foncé et présente de nombreuses c8tes formées
par des bractées saillantes, Il est porté & llextrémité d'une longue hampe
florale (de 10 & 25 cm de long) sur laguelle se trouvent des bractées, lan-
guettes foliacées libres, lancéolées, sessiles, épaisses, distribuées sur
de nombreuses hélices. Prés du feulllage, la transition est souvent brusque
clest-a~dire que 1l'on observe raremcnt de formes intermédiaires entre les
bractées sessiles et entidéres, et les feuillcs pétiolées et dentées. A
l'aisselle des dernierecs feuilles, & la base de lo hompe florale, se déve-
loppent des rameaux qui porteront & leur tocur des boutons floraux & leur
extrémité,

La floraison en jours longs est plus hétdérogéne qu'en jours
courts; (1es boutons ont des tailles différentes et se développent plus ou
moins vite selon les plantes) et la mise & fleur est plus &alde puisque de
tels boutons apparaissent entre 3 et 6 mois apreés le début du traitement
(les épanouissements commencent aprés 152 jours sceulement), Enfin, & 1'in-
térieur du bouton, les fleurons sont séparés par des bractées qui dimi-
nucnt de taille puis disparaissent plus ou molns complétement en allant
vers le centre du réceptacle (Planche IX, fig. 9).

En jours courts (8 & 12 h), le bouton de ltextrémité de la tige
principale est arrondi, sub-sphérique et légérement comprimé en dessus et
en dessous, Sa surface est presque lisse car les bractées sont fines, sub-
papyracées et bien jointes., Il n'y a que deux & trois couches de bractées
4 l'extérieur du capitule; sur le réceptacle, il ne se forme que des fleurs.
La hampe est remplacée par un pédoncule court sans bractées libres; la der-
niére feuille & la base du pédoncule est souvent sessile avec un limbe ré-~
duit & trois lobes et ne rappelle en rien les bractées épaisses de la hampe
florale des plantes en jours longs.,

A 1'aisselle de chague feuille se développe un bouton identique
3 celui de la tige principale avec un pédoncule simple également sans brac-
tées. Les boutons "axillaires" sont de plus en plus petits au fur et a me-
sure que l'on descend vers la base de 1la tige, les boutons supérieurs in-
hibent par corrélations de croissance ceux qui sont situés au-dessous d'ecux,
ces corrélations sont peut-&tre de méme nature gue celles qui réglent la
croissance des bourgeons végétatifs axillaires des végétaux (CHAMPAGNAT,
4, 5) . Les boutons axillaires peuvent &tre considérés selon l'expression
définie par MARESQUELLE comume des inflorescences de "renfort" de la fleur

principale (360 & 363).

Les trois premiers boutons axillaires se développent cependant




e

presque aussi rapidement gue le bouton principal. L?ur croiovancg est,
semble—t-il, identigue ainsi que le montre 1le graphigue II.’Al’lssn.f ?e’
sont ces boutons de mé@me forme, de méme structure, gui ont ete’utlllses
pour les cultures "in vitro". Leur forme et 1l'absence de bractées sur leur
pédoncule permettent une désinfection efficace, Le choix du bouton termi-
nal aurait nécessité lo préparation d'autant de plantes gque de boutons u-
tilisés ct, d'autre part, les autres boutons axillaires situés & un ni-
veau inférieur sur la tige n'ont pas été retenus car ils semblent 1'otject
d'inhibitions plus ou moins fortes, ce qui est une source possible d'hété-
rogénéité,

3, Bffets de 1l'obscurité .

Un caractére important & signaler sussi est la possibilité de
la formation des capitules & l'obscurité. Les exemples de plantes fleuris-
sant & 1l'obscurité sont rares, ce sont en géndiral des plantes de jours
longs et le phénomeéne ne peut se produire le plus souvent gu'len présence
de quantités importantes de sucre., La cuscute, ainsi que nous 1l'avons vu
dans le chapitre Historique (expériences de LOO et de BALDEV) présente
cette intéressante propriété,

Jtai effectué des expériences sur trois variétés dont la varié-
té Souvenir de Georges PECHOU -~ cl8ne de serre tidde. Seule cette dernidre
a pu former ses boutons floraux & 1'obscurité (les drageons & la base ci
le bourgeon terminal étaient protégdés par une cache en toile noire). La

variété Mélodie a formé ses fleurs & l'obscurité seulement aprés un trci-
tement & la gibbérelline.

c. Mise au point d'une méthode de préparation des plantes pour la
production de boutons standards.

La variété Souvenir de Georges PHECHCU, cl8ne de serre tiéde,
présente donc de nombreux avantages.

1. Elle n'a pas de drageons dormants et n'a pas besoin de verna-
lisation,.

2. Elle est indifférente au photopériodisme et le développement
des boutons n'est retardé que par les jours longs ou l'obscu-
rité.

I1 vient & 1l'esprit que 1l'on pourrait produire des boutons en
traitant les plantes par des jours courts, mais de cette maniére, le maté-
riel végétal serait vite épuisé car les jours courts accélérent la mise 2
fleur des bourgeons terminaux, Il paraft nécessaire de provoguer un déve-
loppement végétatif par des Jjours longs, indispensable pour la formation
des pousses utiles pour perpétuer la varidété, Ce développement végétatif

] L] 3 6 -
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s . et s
pernettra éralement & la plante de se fortifier et de biosynthétiser les
o > s Y . : ~ "o, . -
nacro-éléments qui serviront ensuite & 1! "expression {lorale™; un cycle
normal végétatif-floral cera ainsi recrce.

Le cycle de »réparation comprendra les &tapes suivantes boutu-
rage de l'extrénitd viégitative d'une tige en jours longs. Lnrés en?acine—
ment et rempotage dans un mélange terre franche~terreau a parties égales,
les plantes seront laicséec en jours 1loago jusguts ce gutelles aient pro-
duit un certain nombre de feuilles ot qgulelles aicnt atteint une taille
permettant de prélever a nouveau l'extrénité de la tige pour feire une
nouvelle Touture en jours longo, La tige de la plante sera rabatiue a
trecis feuilles (pincenent des horticulteurs) et laissée en jours longs
jusqu'd ce qu'un rameau axillaire, développé & l'aisselle de la feuille

=¥
>

supérieure du trongon de tige rescant, 2it attcint une certaine taille.
Puis la plante sera passée en jours courts pour sa wmise a fleur.

La bouture de 1l'extrémité de la tige,priélevde au moment du pin-
cement,sera rempotée aprés enracinement, laissée en jours longs Jusqu'ld
ce gque la jeune plante ait une certaine taille, puls la tige sera pincée
& trois feuilles coume dans le cas prdécédent (1'extrémité servira & pré-
parer une nouvelle bouvture, tandis que la souche rabattue sera laissde en
jours longs jusqu'a ce que le rameau axillaire qui remplace la tige prin-
cipale ait atteint un certain dévelolpement, puis placée en jours courts
pour &tre mise & fleur et ainsi de suite,

I1 y a donc deux périodes de traitements par les jours longs
dont il convient de déterminer 1'iuportance : le nombre de jours longs que
peut subir la jeune bouiure et la jeune nlante jusqu'd zon pincement vour
le prélévement d'une nouvelle beuture de "t8te" et le nombre de jours
longs que doit subir la souche rabattue (période de prétraitement pendant
laguelle se développera le rameau axillaire remplacant la tige principale)
avant de recevoir leg jours Ccourts.

I1 faut que ces traitements par les jourc longs solent sufiisantes
pour provocuer une bonne croisconce végétative sans se répercuter sur le
comportement des boutures (floraison anticipée) et sur la nise & fleur par
les jours courts (hétérogénéité des tailles des plrntes et des boutons,
dispercion des temnps de mise a {leur, apparition de bractdes foliacdées 1li-
bres sur les pédoncules (Planche VII, Fig. 5) ou entre les fleuronsg sur
le réceptacle des capitules (Planche IX y I'ig. 1).

1. Hultiplication véglitative en jours longs,.
Chez les végdtaux supérieurs, lz mise & fleur ne peut &tre dd-
clenchde en géniéral ocue lorsque la "maturité de floraison" est atteinte

(CHOUARD 6, 7, 8; LANG 23; LELCHERS 31, etc.)S les feuilles notoument doi-
vent 8tre arrivédes & 1'état adulte (KNOTT 21, NOSKOV 32, etc.)., Par consé-—
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quent, pour perpétuer lt'espece par voie végitative, il y a un se q

ne doit pag 8&tre atteint (8ge de lz plante, nombre de feuilles adultes).

Les plantes doivent conserver un éiat "iuvénile" sous peine d'une mise o
fleur anticipée des boutures,

Pour déterminer 1l'influence de 1'2ge sur la floraison anticipée
en jours longs, jtai préparé a partir de pieds méres identiques, une cen-
taine de boutures, & raison de cing par scemaine. Les derniéres boutures
racinées, rempotées dans le mélange terre-terreau habituel comme cellesdes
semaines précédentes, avaient aprés une dizaine de jours longs,le 8 sep-
tembre, 10 & 12 cm de hautecur et 7 3 8 feuilles, Tandis gue celles prépa-
rées de la m@une maniére (Iére série) la premidre scmaine avaient pres de
50 cm de haut et 25 & 30 feuilles. J'ai alors effectué le 8 septembre le
bouturage du somiet des tiges de ces plantes de diffircentes tailles et
gui s'étaient ainsi développées plus ou moins longtem)»s en jours longs,
en notant pour chacue bouture la taille et la date du bouturage du pied
mere,

Les nouvelles plantes obtenues ont ¢té laissdes en jours longs
et observées le 29 septembre guant & 1'état de leur brurgeon terminal;
ces observations sont consignées dans le PTableau III.

Le 29 septembre, les jeuncs plantes issues des boutures qui a-
vaient été prélevées sur des plantes ayant une tige sunérieure & 25,3 cm
et 12 feuilles étaicnt initides et aveient déjd formé un petit bouton cou-
ronne en jours longs. Chez les lots 8901 4 8913, le bouton couronne était
simple, sans ramificotion, il s'agissait, semble~t-il, de l'expression
d'un méristéeme floral déja formé chez les pieds méres. Les plantes 8914 &
8917 ne furent initides gue le 2 janvier 1962 et les 8919-8920 (pieds
méres 20 cm, 11 feuilles) le 12 janvier seulement, leur bouton courounne
était accompagné de branches satellites végétatives, Enfin, les plantes
8926)et 8927 sont restées végdtatives (dernitre observation le 24 mars
1962).,

La linmite recherchée peut donc 8tre fixée vers les lots 8919~
8920 (vieds méres, hautecur 20 & 22 cm, 10 & 12 feuilles).

2. liise & fleur,

™~ = Temps de prétraitement par les jours longs.

Les pieds mnéres qui ont été décapités & 3 feuilles pourraient

z . . . . A . ’ .
8tre placés- directvement en jours courts (8 & 10 h) mais 1l'expérience m'a
montré qutun prétraitement par les jours longs facilitait et accélérait
l'apparition du rameau axillaire de remplacement de la tige principale,
fortifiait les plantes et augmentait 1'cffet des jours courts : réduction

du temps de nise & fleur et augmentation du nombre des boutons axillaires
susceptibles d'8tre préleviés,
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708

8 scptembre 1961

29 septembre

i} Hauvteur Iibre de feuilles 19561

8901 55,0 22 initié net (%)

8902 52,7 23 n "

8905 51,5 23 " "

8904 50,5 24 " "

8905 49,5 22 " "

8906 48,0 22 " "

8907 49,8 19 " "

8908 19,5 19 " "

8909 48,5 18 " "

8910 4%,8 18 initié (%)

8911 41,6 18 n

8912 4%,2 17 "

8913 54,2 13 juste initid(**x)

8914 39,2 13 " "

8915 29,8 12 " "

8916 26,4 11 " n

8917 25,3 12 rien

8918 26,5 10 "

8919 21,7 11 "

8920 20,3 11 "

8921 16,0 11 i

8922 13,7 12 n

8925 16,0 10 "

8924 15,2 10 "

8925 13,3 8 "

8926 T3 7 "

8927 6,8 7 "
(%) Bouton bien formé de 3 & 4 nm de diamétre accompagné de satcllites.
(%) Bouton formé de 2 mm de diamétre avec satellites a peine visibles,
(#*%) Bouton principal de 1 mm de diaudtre sans satellites.
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Evidenment, il faut gue cc prétraitement ntintervienne gue sur
ltaccomplissement de la phase végdétative du rameau et n'lnfluegc§ pas la
forme et la siructure dcs boutons axillaires satcllites (apparition de
bractées foliacéesg litres sur leo pidoncules). Pour déterminer ce temps
optimum de prétroitement, jl'ai falt quatre cxnériences : le 2 mars, le
24 mars (2 expériencos) et le 6 aoflt 1962, qui ont donné dcs résultats i-
dentigucs,

La premiére, (le 2 mars) consistait & voir 1l'influence de 1'&ge
des pieds méres, Parmi unc centaine de plantes restées pius ou moins long-
temps en jours longs, j'ai choisi des plantes de différents 4ges, mais
dont le rameau axillaire avait la mémec taille : 25 cm et 1) feuilles., Ces
plantes nises en jours courts ont flcuri en méme temnps,

Le 24 mars, j'ai fait deux nouvelles expériences, mais cette fois
en choisissant (en jours longs) dcs plantes de mé&me &ge, dont le rameau
axillaire était plus ou moins long et avait un nombre plus ou noins impor-
tant de feuilles, Dans la premiére ezpdérience, jtai pu réunir des plantes
hautes de 25 2 40 cm, En portant sur nn grapaique (Graphique III), les
tailles c¢n ordonnédes et les temps de mise & fleur par les Jjours courts cn
absciscen,on obtient un nuage de¢ points orienté qui montre que plus les
plantes s'dtaient développées en jours longs, plus la mise a fleur par les
jours courts était rapide. lials au-deld de la taille 30 cm, 1l se formait
des bractées libres sur les pédoncules dcs boutons floraux., Dans la deu-
xziéme expdérience, les plantes en jours longs avaient 10 & 25 cm de heut
et 10 feuilles (+ 1 fouille). Le tecups de mise & fleur par les jours courts
(9 h) n'a pas ét& significativement diffdrent de celui des plantes les plus
petites de 1l'essai précédent 22 jours + 1,5 jour,

C'est donc la croissance du rameau axillaire en jours longs qui
intervient, la taille ne doit pas dépassecr 25 cm,

Le 8 aoflt 1962, j'tai fait une autre expérience qui a donné des
résultats similaires et qui monire de plus 1l'effet stimulant du prétraite-
ment par les jours longs sur le nombrec de bouitons satellites axillaircs
produits en jours courts et susceptibles d'&trc prilevés (diamdtre et crois-
sance non significativement diffdércnts).

Des plaontes issues de boutures (6 aollt 1961) pincdes a deux
feuilles, ont été laissées en jours longs Jjuscqu'd ce gu'elles aient atteint
la taille maximum de 32 cm, Il a été choisi parmi une centaine d'entre elles,
gquinze plantes dont les tailles s'échelonnaient entre 12 et 32 cm. Elles
ont été mises en jours courts le 12 novembre, Un mois aprés, le 10 décembre,
toutes les plantes ¢étaient fleuries. J'ai noté le 10 décembre leur taille,
leur nombre de feuilles, le nonbre de boutons, le diamétre des deux boutons
principaux et le nombre de noeuds florifeéeres (Tableau IV). Il y a eu une
augnentation sensible du nombre de boutons apparusen un mois et du dianmsire
des deux principaux boutons & poertir de la plante 6809 qui mesurait au dé-
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part 20,3 cm et avait 10 feuilles, Le 10 décembre, on peut constater aussi
une augmentation du nombre de noeuds floriferes proportionnel & la taille
de la plante au départ, mais 1'effet de jours longs s'est fait plus ou
moins sentir sur la structure des boutons,

TA BLEAT IV

TAILLE ET NOMBRE DE FEUILLES -~ PRODUCTION DE BOUTONS FLORAUX

Taille des Nombre de feuil- Boutons Nbre
plantes les % noeuds
le le le le le le flori-
12/11|10/12| # [12/11] 10/12 # Nbre [12/11 [10/12 [féres
6815 12,0| 26,6| 14,6 7 | 15 8 1 3 3,5 6
6814 12,6| 29,5| 16,9 6 15 9 3 3 3,2 5
6813 13,2| 25,8 12,8 9 16 7 2 345 3 6
6812 14,3 33,1 18,8 7 17 10 3 345 4 5
6811 14,6 31,2| 16,5 6 | 14 8 1 2 3 5
6810 19,0/ 34,0/ 15,0{ 13 | 18 5 1 2 2,5 6
6809 20,3 34,0 13,7| 10 | 18 8 - - 3 6
6808 22,6/ 42,6| 20,0/ 11 | 21 10 4 3,5 4,5 8
6807 23,0 44,0| 21,0/ 10| 22 12 5 4 6 9
6806 24,7 46,4 21,70 11| 23,5| 12 5 4,5 5 9
6805 24,9 49,3 24,4 12 | 24 12 5 4,5 7 9
6804 28,5 46,3 17,8 12 | 23 11 5 4,8 6 11
6803 29,8 50,7 20,8 14 | 27 15 7 4,2 6 11
6802 29,1 49,1 20,0, 13 | 26 13 5 4,2 6 11
6801 31,7 50,6/ 18,9 12 | 23 11 5 4,0 6 12

En conclusion : aprés un pincement & 3 feuilles, les plantes doi-
vent 8tre laissées cen jours longs (24 h) Jusqu'ad ce que leur tige ai* at-
teint 15 & 22 cm de haut et développé 10 & 12 fewilles. Placdes en jours
courts (9 h), elles donneront au bout d'un nois, si la température ne des-
cend pas au dessous de 16°C, 3 & 4 boutons axillaires de mn8me taille (Plan-
che VII, fig. 6, 2 plantes & droite) susceptibles d'€tre prélevées aprés
une dizaine de jours (Planche VII, fig, 6, plante & gauche).

‘ Cependantf la qualité et 1'intensité de la lumidre du jour inter-
viennent dans lt'efficacité du traitement par les jours courts tout au
long de 1l'année.
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/3 - Varistions scisonniéres du temps de mise a fleur par les
jours courts.

Pendant les mois d'hiver, l'intensité de la lumiére du jour
gans 1'-2bri vitrd tombait & 10.000 et m8ne 5.000 lux, soit dix fois moins
qu'en été et la mise & fleur était rectardée. Pour connaltre les variations
saisonniéres du temns de mise & fleur, j'ail préparé pendant dcux ans des
plantes seclon la méthode ci-dessug et les al placées sur les chariots du
dispositif précédenment décrit. J'ail note ensuite la date d'apparition du
bouton terminal en jours courts, Les temps ainsi obftenus ont permis de tra-

cer le Graphique IV,

Nous voyons aue de wmars & scontembre, le temps de mise & fleur a
varié entre 15 et 22 jours, mais que pendant 1l'hiver, il s'est produit un
retard considérable pouvant atteindre plusieurs mois. J'ai pallié cette
déficience eun énergie lumineuse en éclairant les plantes pendant cette pé-
riode A l'aide de lampes rhilips 2 vapeur d'iode de 1000 W & raison d'une
lampe pour 1,5 m2,.

3. Conclusions - HMéthode adoptdée pour la production de boutons
standards,

Les résultate ci-dessus ont permis d'adopter la méthode de mul-
tiplication végétative et de produciion de boutons standards suivante :

- Les plantes ont ¢té cultivées dans 1. dispositif décrit précé-
demment & une température jamais inférieure & 16° C.

- La multiplication était effectuée en'jours longs (24 h) & 1l'ai-
de de boutures "de t8te",extrémité de la tige principale de jeuner plantes,
elles-mé&mes provenant de boutures de plantes en jours longs. La taille de
la tige principale des jeunes plantes méres ne dépassait jamais 20 & 22 cm
de haut et 10 & .z feuilles.

La mise & fleur avait lieu apreés un prétrailement par les jours
longs & pariir des souches issues du bouturage et rabattues & 3 feuilles.
Le prétraitement par les jours longs favorisait la croissance du rameau

axillaire de remplacement. Ce dernier ne devait pas dépasser 22 cn (15 &
22 cm) et porter plus de 13 feuilles (10 & 12).

Transférdées en jours courts (9 h), les plantes formaient leurs

boutons au bout de 15 a 22 jours.

Lfin d'éviter un rectard trop important dans la mise & fleur pen-
dant les mois d'hiver, les plantes recevaient un appoint de lumiére a
lt'aide de lampes & vapeur d'iode de 1000 W "Philips"™ & raison d'une lampe
pour 1,5 m2 (distance du sommet des plantes 50 a 80 cm).
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Les examens cytohistologigues apres fixation des boutons au ii-
quide dc Nawashine et coloration & l'hématoxyline de H?idenhain, on? per=
mis de constatcr gue le réceptacle étoit deéja {ormé 5 & 6 jours apres le
début du traitement par lcs jours courts. La surface du riceptacle tronco-
nique était lisse (Planche VII, fig. 1 et 2), puic vers le B8&me jour,,l?a
primordia floraux commengaiens 3 se d<évelopner en commencant par le peri-
phérie du réceptacle (Planche VIII, fig. 3). Au moment du prélévement, les
primordio étaient crrivis a 1'itat de développement de la fig. 2, Planche
IX, ccuxz du centre (hermephrodites) ét-ient cencore & 1!'état de momelon,
tandis que cecux de la périphérie comitengaient & développer leur corolle,
Grfce 4 cc mode de traitement, il n'existait pas de bractées & l'intérieur
du capitule cntrc les primordia florcux gqui étaient av nombre dec 200 en-
viron.

I1 fallait encore attecndre une dizcine de Jjours pour cue les hou-
tons aient un diaudtre sufiis-nt (7-8 mm) et un pédoncule assez long
(15 mm)’ afin de faciliter le prélévement, Seuls les trois premiers bou-
tons axlllaires "satellites" dont le mode de dévelonnewent et la croissance
étaient identiques, ont &té prdilevés.

IT, METHODE DE PRELEVENUNT, DI DUSINFECTION LT D!'ENSLILNCEMENT DES BOUTOLS
PLORAUX,

La technique de prélévement et de désinfection doit &tre mise au
noint avec minutie. Il est en effet ennuyeux d'avoir & prdéparer deux fois
nlus de cultures qu'il ne Jaut, sous priétexte que 50 % d'entre elles sont
susceptibles d'8&tre contaminées, D'autre part, les contaminations "frap-
pant"™ au hasard, certaines expériences seraient & recomiencer car il ne
pourrait pas 8tre foit un nombre suffisant d'observations pour certains
traitenments,

Les premiers cssalis de cultures aseptiques de Dboutons floraux
furent décevants, car il y avait jusqu'a 80 y» dc pertcs par contaminations
ou brunissements dcs boutons. J'utilisais alors la méthode habituelle de dé-
sinfection préconisée pour la mise en culture des tissus végdtaux (GAUTHE-
RET, 291); cette méthode n'ét~it malheurcuserncat pas acdaptée au m-tériel
végital dont je dispocais, J'opérais de la vaniere suivante ¢

1 - Les boutons étaient prélevés sur les chrysantheémes maintenus

en serrc, puis apportes au laborntoire ou ils Staicent nettoyés.

2 - La stérilisation des boutons éteit effectuée dans une chambre
stérile, & 1l'aide d'unc solution aqueuse de chlorure de chaux, puis lavés
trois fois par transvascuent d'ecu stérile (préparée & ltavance),

e

{rile & proximite

DN

3 =~ L'ensemencement avait lieu en chambre st de
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1a flamme d'un bec bunsen. Pour cela, je disposais, dans cette chambre, de
deux paquets de feuilles de papier sterile. Entre les feuilles du premier
pacuet, je placais les boutons stérilisés dont je sectionnais le pédoncule
avec un scalpel stérile, juste avant le repiquage, Lntre les feuilles du
second pagquet, étaient disposées deux paires de pinces de 30 cm de long,
qui se trouvaient ainsi protégées, comme les boutons floraux, de la pollu-
tion par des spores ou bactéricecs qui auraient pu rester malgré tout en
suspension dans l'atmosphére de la salle,

ae Critique de la méthode habituelle.

l, Déshydratation des organes.

Les boutons floraux prélevés précautions, trop longtemps &

sans
lt'avance et non protégés, se déshydrataient plus ou moins, de sorte que
pour reprendre leur turgescence, ils absorbaient ensuite la solution anti-

septique, ce gui entrafnait la mort.

Pour éviter cette absorption, les boutons devaient conserver par
conséquent leur maximum de turgescence. C'est la raison pour laguelle ils
ont été par la suite prelevés le matin avant que le soleil n'ait occasionné
une déperdition d'eau trop importante des plantes, puis ils étaient placéds
dans un sac en polyéthyléne cn nréscnce d'un coton hunmnide,

2. Stérilisation de 1l'atmospheére de la salle d'ensemencement.

La deuxiéme constatation avait trait & la stérilité effective de
la salle d'ensemencement, Un tube ultra-violet disposé au plafond n'était
suctre efficace ... La stérilisation par des vapeurs d'alcool, effectuée
une demi-heure avant l'ensemencement, étsit réelle mais ne pouvait 8tre
maintenue pendant longtemps, parce que l'opérateur lui-m@me, ses vBiements,
ses chaussures ... n'étaient pas stériles et que par ses mouvements, il
provoguait une nouvelle pollution de 1l'air, pollution accélérée par un é-
ventuel apport d'air extérieur auvu cas ou il devait quitter le local & une
ou plusieurs reprises,

Cl'est la raison pour la uelle jlai préféré par la suite utiliser
la technique de la bofte & gants lus facile a stériliser et laissant 1la
q > 9

possibilité d'interrompre le travail & tout moment, sans risques de conta-
minations,.

2

3. Stérilisation du matériel végétal.

Le transvasement du matériel végétal, ou de l'eau stérile pour
les lavages, €tait encorec une cause de contamination, En effet, les fla-
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cons passés de l'autoclsve a la chanbre stérile, ont euv le ?emps de re—L
cucillir sur lcurs narois extérieurcs ces germes cen suspension deng 1'at-
mosphere du laborctoirce, MN&mc cn nrenont 1~ précavtion de flamber le col
dos—récipients, i1 arrivait gu'tcwrds un tronsvasciient, unc goutte de li-
aunide demcurcit sur le bord et fileit sur 12 paroi extiricure, ou elle
fccneillait dcs gernes. Bn inclinaant le rccipient pour un nouveou trens-—
vascuent de liguide, cotte guutte revennit 2 so position initialce ol elle
cncontrnit lc ligquide stérile qutelle nolluait o 801 tour.

Pour parcr & cet inconvénient, j'si imcsginé z2lors une soutri-
se (décrite précédecument page 27 )qui permct db11m¢n r stérilement les

©
=

-

T
ligquidoen aatiscptiques et les caux de lavage,.

[
fie)

4, Stérilité des papicrs ct teupéreture des pinces,.

Au moment de l'cusemcncencnt, les mains de papier sitérile per-
mettaicent bicn de préserver les winces et leg boutons florawx des »ollu-
tions, mois & condition dc ne pas avoir a soulever les feuilles trop sou -
vent.

N
)

”J

03

imfin, melgré un flawvd ronide des pinces apres chague ensce-
mencenent, et malgré l'utﬂllsatlon we plusieurs pairces de vninces afin de
faciliter leur refroidicsemont entrce chague utilisation, cecttc technigue
ne pouvait permettre un trevail rapide, car si le refroidisscment était
insuffiscnt, les tissus des boutons floraux brunissaient 2 1l'endroit de
la prise

Les feuillets de
flacons & désinfection ddécr
enscumencer spéciale,

pa picr stérile ont denc ¢té remplacés par les

its plus haut ct lees ninces par une aiguille 2

be Méthode dc priélévemeni, de désinfection et d'cnsoemencement des
boutons floraux,

1, Préleéevencnte.

Lecs boutons floroux de jours courts (trois premicrs boutons o=
xillcires de m®me développement) ont ¢4é »rdélevés lorsgu'ils avaient un
diametre de 7 & 8 mm ¢t un pédoncule cde 15 2 20 mm, Ils ont été scctionnéds
prés de la tige, lc matin cntre 9 ¢t 10 hcecurcs (mayimun de turgcscence auva
plantes) ct pleceés dong un gac cn polyéthyléne en présence d'un tampon do
coton huridc pour &urc¢ tr-nsportis ou laboratoirc, A 1l'aide d'une lame de
rasoir, les bractées oui n'adndéraicnt pas suffisamment cu bouton ont ¢té

o3)

«

gecetionndées afin de supprimer tout refuge sux germes. Apriés désinfection,
z - . . N s e ’, . , , .
par la méthodc décritc ci-apreés, l'extriuité des pédoncules a ete section=—
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née 4 un centimétre sous 1lc bouton (ces de boutons cultives avec leur
pédoncuie) ou imi:édiatenent sous le bouten (boutons cultivds sanse pédon-
cul

[ON

ule).

2, Préparntion du natériel pour la décinfection .

~ La bofte & gonts est stérilisée gréce 2 1'ébullition d'eaun

renfoermant un comnring a cryptonol (sulfate double d'ortho~-oxyguinoléine
et de potassium).'La vaveur emnlit bient®t 1l'enceinte ed entraftne lcs ger-—
mes en“suspension dans 1l'air; le cryptonol a pour iiission de les détruirc,
On allumec cnsuite le tube - Ultra-violcts pour maintenir la ctérilité de
1tair, Par mesure de sécurité, il czt souhaitable de refaire cette désin-
fection & chagque fois que l'on rdutilisc la bofte & gants aprés un arrlt
du tube Ultra-violets et du bec bunsen excédant 15 minutes.

- On stérilise & 1'autoclave a 120° pendant 20 minutes :
Des fioles & ddésinfection de 50 cn3 (destindes plus tard & ruce—
veir les organegs & stériliscer) nunies de leur capuchon ¢t renfermant 10

\

4 15 cm3 d'une solution aqueuse & 0,1 % de Tween 80 (mouillant).

Des flacons d'eauv stérile bouchés par un tampon de coten et mu-
nis d'un capuchon semblable & cclui d'une fiole a désinfccetion. Le tam-
pon de coton permet de conscerver ceg fioles plusieurs jours sans contami-
nation; 1l est enlevé a la premiére viilisation de l'ecu, Le capuchon, rc-
mis en place, protegce les partics extérieures du col des pollutions lors
des autres transvascments, si 1lton n'a pas utilisd 1o totalitd de 1l'eau
du premier coup.

%+ Désinfection,

J'ai effectuc dc¢ nombreux e¢scais comparatifs de ddésinfection en
utilisant 1'alcool, 1l'eau de javel, le.chlorurce de chaux et le chlorure
mercurique, L'alcool et le chlorure mercurique (ce dernier préconisd par
HEKRASOVA, 298, sc sont moantrés treés toxigues nour les boutons du chrysan-
thémes le chlorurc <c¢ chaux a donné les meilleurs résultats,

Les concentrations de la solution dc chlorure de chaux et 1le
temps d'action conseillés varient sclon le matériel et les auteurs consul-~
tés de 3,5 & 9 % pendant 10 minutes 2 12 hcures (GAUTHERET, 291).BALDEV,
65, utilise du chlorure de chaux a 5 % pendani 5 minutes pour les apex de
cuscute, NITSCH, 118, 119 du chlorure de chaux 4 5 % pendant 10 minutes
pour des fleurs et ovaires de tomate. C'est la méthode de NITSCH qui m'a
donné les meilleurs résultats, & condition d'utiliser du chlorure de chaux
frais. Lorsque lc sel ¢tait stocké un an, il a fallu pour obtenir 100.%
de ~dussites auguenter la concentration % 7 % ¢t traiter pendant 15 minutes,
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Nous nvons vu ci-dessus parmi le matériel-stérilisé,é l1tauto=~
clave gutune solution de Twecen 80 &4 0,1 % (15 cm3) était placée dans les '
flacons & désinfection, Ll'un dcs cesals préliminsires (qui ne pourront Gtr?
rapportés ici) ~ montré cue cet agent rouillant vermettait en effet une
action plus homogéne ct cfficacc du chlorurec dc chaux.

Le dosinfection des bhoutons flornux en vue de leur cnscmencement
~ &té effcectuée selon la technique suilvante

'nm s'sidant de la bofte & gants précdidcument stérilis¢e, les bou-

tons ont été placés dans lcs flacons a désinfcction contenant la solution
de Tween 80 (revenuo 2 lo tempdraturc 4u laboratoire aprés autoclave). Ils

aient agiteus de temps en temns Jjusaqu'e cc cuc leuvr surface soit rendue
mouillable (cuticule, poils). L'opération étaoit termindée lorsque cette sur-
face, ayent perdu son aspect poudreux, étcit devenue vert jaune clair uni-
forme. On procdédait alors a 1l'dévacuation du Tween & l'aide de la soutirecusec,
corme il a été dit précédenmcnt (voir Matdriel), La solution de chlorurc de
chaux & 5 % préparée O l'avance et filtrée était alors introduite deans le
floccon & désiafection ¢t le temps dfnction chronométré (10 minutes). Lorsguc
la désinfection était teruinée, la solution dc¢ chlorure de chaux était Sva-
cude & la soutireuse et une premicrc eau stérile de lavage &tait introduite.
Apres agitation légeére, cecite dernidére était retirc¢e & son tour & la souti-
rcuse au bout de 5 minutes, tandis qulune nouivelle guantité d'eau stérile
¢tait introduite, etc. Il était cinsi fait {trois lavages successifs aseon
guement,

ti

Lorsgue la derniere ecu de lavage était soutirée, le pédoncule
des boutons était sectionnéd & la longueur voulue et 1l'on pouvait procider

N

& 1l'ensenmencement au nmoyen de ll'ciguille décrite précédemnent,

Notons enfin qulaprés aveir vorsé chaque liquide dans le flacon
% désinfection, 11 est néccssaire de Flamber le col de ce dernier et de re-
placer son capuchon de verre, De plus, il faut éviter de laisser les fla-
cons trop prés du bec bunsen dans la bofte & gants, car une élévation de
la température peut augmenter l'efiicacité du chlorure de chaux ou tuer
les boutons,

III. LE MILIEU D2 CULTURD -~ MISBE AU POINT D'UN WILIEU DE BASL.

La plupart des auteurs gui ont étudié le développement des orga-
nes floraux en culture "in vitro" ont utilisd, & gquelques variations preés,
les milieux préconisés pour la culturc des tissus végétaux, Les premieres
expériences, au cours desqguclles jlai tenté 1la culture des boutons floraux
de chrysanthéme, n'ont montré gue ces derniers s'accommodaient mal de tels
milieux; bezucoun de Dboutons floraux ne tardalent pas a4 brunir et mouraient



apres cuvelaues jours. Lu cepart, Je pensois cue la méthode de désinfection
it trop éncrgique nocis en baissant les concentrations des solutions cn-
t

&t
tise nrlq“e° et con diminu~nt locur femps d'action, l'andlioration 4était peu
e

J'ai pu constoter per la suitc gue les besoins nutritifs des

"*issus florouz" ét~ient diffcrents de coux des "tissus végetotifs® cn
isant varicr les orincipoux constituants du nilicu. Aussi la misc au
point d'un nilieu ' b 's gscmblé nécesscire avant d'enire-

tritif de be

prendre toute czpérimcnintion sur les boutons floraux dec chrysenthime. 4

cette fin, j'oi effectué des 2tudes particuliceres sur les ¢léucents miné-

raux ¢t sur les cffcts dus sucres dont je roppellerai bridvcuent les ré-

svltats au cours dec l'examen de 1o couwposition du milieu de base, Nous
"

verrons successivement ¢ lcs Z1léments minircux, les sucres et les subs-
tances diverscs (gélosc, vitamines, acides anindés, ctc.).

0
]
@]

a. Leg $léments minédraux.

Aucune rechercre n'avait été tentée pour déterminer les besoins
en éléments minédraux des cnlturcs de tiscus avaent les travauvx de HELLER
en 1953 (HELLER, 292), Lea solution de Knop dilude dc moitid -tait habi-
tuellement adoptée en Lurope, notowment par GLAUTHIRIY (291) et ses éldves,
parce qu'clle permcttalt un développomont sotisfuisent des colonics tissu-
loires, tandis gu'lcn aimérigue, clest 1o solution de Jhite (mise au point
pour la culture des racines isolées) qui $toit zénéralemont utilisée sim-
plement parcc que cc precurscur préscnialt a Juste titre dens son pays
une notoriédté incontestéc (AELLET, 292),

En ce cuil corccrne la culturce des orgoncs floraux et les études
sur la formation dcg flcurs & partir dec tissus végétatifs, on voit, d'a-
pres lc Tableau V, quc lo plupart deg autcurs ont adopté les m8mes milieux
que pour la culture des tissus "végétotifs™ et n'ont donc gudre fait preuve
de plus d'originnlité,

JELLER (292) & montré quc 1o solution de Thite qui & 1l'originc
avait €té mise au point pour la culturc des racines était trop mauvre cn
phosphore et pouvait provoquer de¢s crnrcnces chez les tissus viégdétaux. Cet
auteur a écar ¢ ¢golement le solution de Xnop.

[l

La solution de Xnop cst relativement bien équilibrdée, mais elle
ne m'a pas donné dc bons resultnts, ainsi gue nous le verrons dans la par-
tic dc cct exposé réservé auvx "Résultnts expérimentizux" et, lorsqulelle
est dilule dc wmoitié, clle peut provoguer des corences comile la solution
de Vhites J'al pensC qu'il étcit préférable de mettre au point une solu-
tion minérale micux adeptée aux besoins du chrysanthéme en voie de flo-
raison,
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TADBLELT V
Auteurs i Année | Materiel végdial Solution minérale !
j i
LA RUE . 1942 | Pleurs espdces Thite -
diverses
JITSCH 1949 | Fleurs tomate {nop l/2§Bertheloﬁ
- 1851 | Fleurs et fruits Knop 1/2 Mitsch
tomate
RAU 1956 | Ovaires Phlox Inop 1/2 Mn SC,et
Drumondii citru%o
Fe
MAHESHVARIT 1958 | Ovaires Iberis Knop 1/2
amara L,
SLCHAR et BALDEV 1958 | Ovaires Linaria Knrnop 1/2 Hitsch
maroccana
TCHAILAKIALN, BUTENKO 1959 | Apex traansformations| Tchalt Heller
bouton Perilla (xx)
TOPONI 196C | Bractdes artichaut Heller
CHOUARD, AGHIOIN 1961 | Hampe {lorale tabac | Knop 1/2 Berthelot
MAHESHWARI 1961 | Ovules Papaver -
sonniferum
i
AGHION 1962 | Hampe floraletabac | Knop 1/2 Berthelody
BALDEV 1962 | Oveires Cuscuta Yhite(mo
reflexa difié x)
GALUN, JUNG, LAXNG 1963 | Boutons floraux de Thite(mo {White
concombre difié x) ;
TEPFER, GREYSON CR4LIG, 1963 | Boutons floraux !
Aaguilegia
PAULET, NITSCH 1964 | Formation fleurs suy Knop 1/2 |Nitsch
racines d'endive |
S.A. SIDDIQUI 1964 | Ovules %tabac Knop 1/2 Nitsch
MNITSCH et NIT3CH 1964 | Fleurs sur racines Knop 1/2 Nitsch
d'endive Murashigd
Skoog
MARGARA 1965 | Tiges et boutons flgq Murashige
rauvx :betterave , coll Skoog
za, endive !
t
x = Selon les auteurs, nilieu dérivé "empiriquement" du White :

<]
rd
e

F.R. Tchatt (333). 19



1, Besoinrs du chrysanthéue en éléments minédraux pendant lo
floraison,

sur la nutrition minédrclce du chryscanthéme est a-
j'a2i pu consulter insistent surtout suvr l'impor-
assium. Les carcnces relatives cen ces deux ¢1lé-

re
hond-ontcec., Leas autcurs qu
a VOT
tbles asscz graves cul se traduiscnt par une dimi-
1

tance de 1ltazote et du
mcnts provoquent des tro
nution du poids scc des
554).

hral;

antes; elles emp@chent la mise & flcur (TEZUKA,

Selon HICKIIAN et KAMP (318), 1la msniration des racines de chr
santhémes carencés cn azote dinminue tandis gqu'eclle augmente dons le cus
d'unc carence en potrssium. Mails dans un coas comnie dans l'autre, on obs
ve une accunrulation de sucres dans les racines. Les gucres utiles & la
mise & fleur, au licu de nigrer vers lc bhourgeon, se dirigeraient donc
dens le sens ownposé,

Les quantités d'azote et de votnssium cxigdes par le Chrysanthé-
ne au moment de sa mise a fleur sont tr.s importontes, mais c'est lc po-
tassium gqui por.ft le plus indispcusablc. LUNT et KOFRANEK (326) ont dé-
terminé qutunc plante fertvilisde normolement cn contient av minimum 100
mec. pour 10C g c¢c fewilles et gue lors de corences rclatives, cet élément

st s1 uwtile a l'orgaonogénésc, que les foibles cuantitds contenues dans
les vicilles feuilles migrent vers les partics jeunes de  1la plante, Lc
phosohore, le ctlcium ¢t lc magnésium, 2 moins de iainguer completenent,
n'cntratnent pas, pour des carcncee relatives, de troubles aussi graves.
Adinsi, pour le phosphorc ot lo calcium, le¢ facteur diterminant n'cest vas
la concentration ionigue mais 1la cuantitc totale disponibic (TEZUKA, 354,
335). La carencc cn rhosphorce provogue une augnentation du pourccentage en
chlorophylle, tandis que cellc en canlcium omdne un retard dans la crois-
scnece des feuilles et 1la nécrosc du bourgcon. Avec unc carcnce cn phosphore,
la respiration diminue tandis quc pour une carencc cn calcium, clest 1o
pnotosynthése qui décroft, mois il s'ecgit la de cas extrfmes.

e

D

I1 est donc évident que la solution nutritive pour la culturc
des boutons floraux devra 8tre riche surtout en azote et en potassium, Je
n'ai pas trouvé beaucoup de recunscignements sur les besoins du chrysantheéne
en oligo-éléments, mois SALISBURY (331) a wis ll'accent sur le »8le prépon-
drant de 1l'ion cobalt dans le déclcachement de la mise & flecur de certoines
plantes (Xanthium). En principe, les solutions d'oligo~éléments qui n'cn
contiennent pas sont donc & exclure (solution de Heller)., On seit enfin
d'autre part que le bore joue un r8lec inportant dans le traonsport des su-

cres dont le wé¢tabolisie est actif au moment de la florcison (CHKOLNIX et
coll, 311) et il n'es<: npes inutile dtauvgmenter la proporticn de cct élément.

Les remarques précédcentes concernant les divers &léments mindrauv:
indispenscbles & la floraison du chrysonthéme doivent Btre prises au sens
large, car chague variété coastituc un cas particulier. Aussi, pour viri-



L . N Ny .
fier si les renseignements ci-dessus étaient applicables a la variété uti-

£ Looa - L I
lisée ici et pour connaftre les rappvorts des macro-élénents entre eux, Jj'ail
procédé 3 l'analyse des plantes au moment de leur floraison.

2. Lnalyses ninérales de¢ chrysanthéme Souvcnir de Georges PLCHOU
(C18ne de scrre titde) en floraison.

Les plantes ont étS mises & fleur par la méthode décrite précé-
demment et les parties aériennes ont été prélevées lorsque les boutons a-
vaient un pédoncule de 15 nm, Les analyses ont porté sur les échantillons
noyens suivants (chogue échantillon était le produit de 10 plantes) : tiges
(partie aoutée a la base, partie moyenne et pertie jeune du scmmet),
feuilles (4gées de la base des plantes, moyennes adultes, jeunes feuilles
du sommet) et boutons floraux,

Les doseages des principaux éléments : eau, ¥, S, P, K, Ca et Mg
cffectués selon les méthodes adoptées par lec Laboratoire de Physio-
logie Végétale de 1'Institut Francais des Fruits et Agrumes coloniaux (%),

L'azote a été dosé par la méthode de Xjeldahl

Le soufre par turbidimétrie

Le phosphore par la méthode au vanado-molybdeate d'ammonium

Le potasgium par photoméitrie de flamme; Beckman alimenté au mé-
lange oxygéne-=-hydrogéne

Le calcium par photométrie de flamme (les résultats ont été véri-
fiés par la méthode au versenate et par dosage manganimétrique
du cation & l'vtat d'oxalate).

Le magnésium par complexométrie et colorimétrie.

Les résultats figurent dans le tableau VI.

(#) Je remercie bien sincdreiient M. MARTIN-PREVEL, Physiologiste X 1'IFAC,
qui a bien voulu m'accueillir dans son laboratoire et mettre & ma dis-
position le matériel nécessaire aux analyses, ainsi gque [me RABECHAULT
pour son aide et ses nrécieux conseils., Jc tiens 2 associer également
4 cet hommage Melle SCHEIDECKER, Physiologiste & 1'ORSTOM et Mme GUENIN
qui, au laboratoire de Biochimie de 1'ORSTOM & Bondy, ont fait les ana-
lyses de contréle.
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TABLEATU viI

Eléments % matidre s&che
Echantillons T S 7 X Ca Mg
Boutons floraux 34637 0,365 0,507 4,53 1,130 0,300
Jeunes tiges 1,184 0,106 0,170 3,65 0,980 0,239
Jeunesfeuilles 2,129 | 0,299 | 0,302 4,0% 1,860 0,314
Tiges moyennes 0,535 0,096 0,152 1,48 0,475 0,101
Feuilles moyennes| 2,143 0,295 0,380 3455 1,760 0,283
Tiges aoutées 0,549 0,091 0,165 0,96 0,280 0,062
Feuilles &gées 1,974 0,289 0,360 3,30 2,115 0,338

Les graphiques VI & X traduisent les teneurs des trois portions
de la tige T (trait plein) ad (aoutée) oy (moyenne) et jn (jeunel des
trois sortes de feuilles F (trait interrompu) pour les mémes niveaux ad
(adultes) my (moyennes) jn (jeunes) et du bouton floral (po), en eau, en
azote, en soufre, en phosphore, en potassium, en calcium et en magnésiunm,

Examinons tout d'abord les trois éléments trouvés en plus for-
tes proportions : l'eau, l'agzote et le potassium :

Bau (Graphique V) : On remarque que la teneur en eau dans la
tige augmentait en allant vers les parties jJjeunes (65,4 3 80,8 %) et que
celle du bouton au sommet était sensiblement dans l'axe de la courbe
(84,4 %), ll'accroissement en allant de la base de la tige au bouton flo=-
ral est régulier. En ce qui concerne les feullles adultes et les jeunes
feuilles, la teneur était & peu prés identique & celle du bouton floral
et les différences n'étaient pas significatives (84,4 & 86,9 %).

Azote (Graphique VI) : La teneur en azote par rapport & la ma~
tiére séche était, comme celle de l'eau, d'autant plus importante que les
parties étaient plus jeunes, Dans les tiges, la teneur passait de 0,549
(Tigeg aoutées) & 1,18 % (jeunes tiges), il en était de m&me pour les
feuilles 1,97 & 2,12, On remarque un décalage de la teneur du bouton flo~
ral nettement plus riche par rapport aux autres parties de la plante

(3,63 %), ce qui confirme bien les données recueillies dans la littéra-
ture,
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Le potassium (Graphique VIII), les coordonnées du graphique sont & la méme
échelle que celles du graphique VI précédent. Ici encore, on remarque que la teneur augmen-—
tait vers les parties jeunes de la plante, mais qu'il n'y avait que de petites différences
entre les feuilles fgées et moyennes et les tiges aoutées et moyennes. Les boutcns, par con-
tre, étaient nettement plus riches (4,53 %).

En ce qui concerne les autres éléments minéraux 3, P, Ca et Mg, les teneurs é-
taient beaucoup moins importantes : & part le calcium, elles étaient inférieures & 1 %.
Aussi, il ne faut donc pas comparer les Graphiques de P et Mg avec les autres, sans tenir
compte de ce que 1!'échelle des ordonnées est agrandie 10 fois.

Le soufre était en quantité peu importante; mais la teneur de la tige s!élevait
aussi en allant vers les boutons. La teneur moyenne des tiges était de 0,096 %, celle des
feuilles 0,295 %, et celle des boutons, nettement plus forte (0,365 %), Les teneurs en sou-
fre ntont pas été représentées sur les Graphiques.

La teneur en phosphore (Graphique VII) diminuait 1légerement des vieilles aux jeu-—
nes feuilles, tandis qu'elle était sensiblement égale dans les trois portions de la tige.
Les boutons floraux ici aussi, étaient plus riches que les autres parties de la plante.

Pour le calcium (Graphique IX), ltallure du graphique est différente de celle des
graphiques tracés pour les autres éléments. Les teneurs augmentaient en allant vers le sommet
des tiges, tandis qu'au contraire, elles diminuaient des feuilles fgées aux jeunes feuilles.,
Les boutons avaient 1la une teneur intermédiaire entre les deux organes tige et feuilles.

En ce qui concerne enfin le magnésium (Graphique X) et bien que les teneurs é-
taient beaucoup plus faibles que celles en calcium (toujours inférieures & 0,4 %), 1l'allure
du graphique est & peu prés la m8me. Toutes proportions gardées, le magnésium augmentait
graduellement dans les tiges comme l'eau en allant vers le bouton floral (Graphique V). lLa
teneur des boutons se placait & peu prés au m8me niveau que celle des jeunes feuilles et
des feuilles moyernnes (différences non significatives).

Les résultats (moyennes de 10 échantillons) ont montré que chez le chrysantheéme,
la quantité totale d'ions N, S, P, K, Ca et Mg représentait 10,365 % de la matiére séche
et que dans le total des ions, le pourcentage des cations (56,08 %) était plus important
que celui des anions (43,9 %).

3. Calcul de la solution nutritive.

Les auteurs spécialisés sur la nutrition minérale des végétaux (CHOUARD, 312 -
HEWIT, 317 - HOMES, ANSTAUX et VAN SCHOOR, 320) mettent en général 1taccent sur la nécessi-
té d'un équilibre entre les anions et les cations, le rapport anions/cations doit 8&tre voi-
sin de 1'unité. Une bonne solution doit renfermer 44 milliéquivalents (m.e,) ioniques envi-
ron (ex. Sol. Hoagland et Arnon, 312) et sur cette base, dans le cas du chrysanthdme,
43,9 % dtanions seront traduits exactement par 19,31 m.e. Mais en tenant compte des pertes
possibles d'azote et de soufre au cours des dosages, on peut estimer qutil est nécessaire
dtarrondir ce chiffre & 20m.e., d'anions, ce qui nous laisse 24 m.e., de cations,
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Si 1'on respecte les rapports des éléments déterminés & partir des pourcentages
donnés par les analyses, les 20 m.e, anioniques et les 24 m.e. cationiques se répartiront
de la manidre suivante (Tableau VII) :

TABLEAU VII

Anions

Cations

%

%

79,89 K 75,176
8,02 Ca 19,955
10,08 Mg 4,868

!

ce qui, en millidquivalents, donne respectivement (Tableau VIII) :

TABLEAT

VIITI

Anions en m.e. Cations en m.e.
Calculé Adopté Calculé Adopté
N 15,978 16 X 18,04 18
S 1,604 Ca 4,77
P 2,016 Mg 1,15 1
Total | 20 24
l

La formule de la solution adoptée (choix des sels et proportions) figure dans le
tableau IX; je 1l'ai baptisée "Soluticn F" (de floraisen). Elle peut sans doute &tre encore
améliorée mais elle donne de bons résultats. Je n'ai pas étudié notamment la possibilité
d'introduction dtions NH, dont MOREL (294) a montré ltaction stimulante sur 1forganogéndse.
Mais & ce point de vue, %es ions K qui ont, selon le m8me auteur, des propriétés identiques.
sont en proportion largement suffisante. Cette perfection pourra &tre recherchée & llaide
d'expériences ultérieures, & condition que les tissus du chrysantheme toldrent les ions am-
moniacaux,

J'ai cherché tout d'abvord & conserver les rapports entre les cations qui, selon

les auteurs spécialisés (CHOUARD, %12 — HEWIT, 317 - TRUOG, 336, 337, etc) sont caractéris-
tiques pour chaque espéce végétale élevée en milieu hydroponique.
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SOLUTICN NUTRITIVE

TABLEALU IX

i«INERALE POUR LA CULTURE DES BOUTONS DE CHRYSANTHEME

! {Poids 'Nb.de m.e. ch. ; Titre de la iMb. cc  Titre Mombre de m.e, ionigues apportés !
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La plasticité des anions est plus grande et les limites de leurs variations ad-
mises pour un végétal socnt plus larges, surtout en ce qui concerne 1'ion SO,~~ vis a vis
duguel le chrysanthéme est peu sensible * (la carence mise i part bien sfr 1). Le rapport
des anions aux cations doit 8tre voisin de 1 d'aprés les auteurs spécialisés (1oc. cit.).
Ici, ce rapport serait de 20/24 = 0,83, ce qui traduit une certaine basicité. Quelques ca-
tions risqueraient de précipiter selon une table de leur solubilité en fonction du pH don-
née par TRUOG (274). Or, le pH du suc cellulaire exprimé des boutons floraux prélevés au
milieu de la journée varie de 5,8 & 5,4, Le pH de notre milieu serait donc un peu trop éle-
vé, I1 est vrai que dans les boutons, cette acidité est en partie le fait d'acides orga-
niques.,

Le probléme principal était celui des ions K que j'étais obligé d'ajouter scus
forme de KOH pour ne pas changer les proportions d'anions. Cette addition risquait d'entrai-
ner la précipitation du calcium et du fer, et comme pour éviter cela il fallait acidifier
a4 ltaide d'une solution d'acide sulfurique, cela revenait & ajouter directement du sulfate
de potassium, ce que j'ai fait. Les anions gagnent ainsi 6 m.e. mais sous forme de 30, ,
ce qui, étant donné la tolérance du chrysanthéme pour cet élément, ne présentait pas "trop
d'inconvénients. J'aurais pu acidifier & 1'aide d'un ou de plusieurs acides organiques,
mais comme je nfai effectué aucun dosage de ces acides chez le chrysanthéme et que je n'ai
pas fait dtexpériences pour en connaftre les effets, j'ai donc été obligé de ne pas en te-
nir compte dans ce premier travail.

Lasolution F" dont la composition figure au tableau IX, a apreés addition des
oligo-é1éments (Tableau XXIV), un pH voisin de 5,5.

La pression osmotique des solutions nutritives les plus courantes, préconisées
dans les ouvrages consacrés aux recherches sur la nutrition minérale des plantes par la mé-
thode de culture hydroponigue (CHOUARD, 312 - HBEWIT, 317, HOMES, ANSIAUX et VAN SCHOOR,
320) est en général assez faible, de manidre i permettre une bonne absorption des ions par
les racines. Les auteurs de ces ouvrages conseillent de ne pas dépasser 3 grammes de sels
par litre, et en général les solutions utilisées dans ce cas renferment des quantités voi-
sines de 2 gr. par litre. Nous avons dans la formule F 2,301 g/l, ce qui correspond &

50 m.e./1 au total. Sa pression osmotique est de 1,120 atmosphéres. Or, la toléranee pour
les végétaux supérieurs vivant sur solutions minérales est de 0,5 & 1,5 atmosphéres. La so-
lution préconisée est donc bien dans les limites permises.

Comparons & présent la solution F (solution pour un développement floral) & une
solution destinée & un développement végétatif, par exemple le Knop souvent utilisé. La te-
neur en sels du Knop est inférieure : 1750 mg contre 230lpour la solution F. La pression os-
mntique de la solution de Knop est aussi plus faible, 0,748 atmosphdres (33,4 m.e.) contre
1,220 atm, (50 m.e.); le rapport des anions 18,5 sur les cations 14,9 est de 1,24, cette
solution est donc nettement acide.

Quant a la répartition des ions du Knop, elle est toute différente (Tableau X)

* L'addition de potassium aurait pu 8tre effectuée sous la forme de chlorure, mais ce n'é-
tait pas trés indiqué pour le chrysanthéme qui est trés sensible & i'ion chlore (KOSTER,
321 - LUNT, OEP™I et KOHL, 325).
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TABLEAU X
| mg/1 O~ so,”~| po,H,~ | kt | catt { Mgt
& 3 4 42
(N03)2 Ca 4 H,0 1000 8,5 | 8,5
NO,K 250 2,41 2,41
PO K 250 5,52 | 1,85
50,4g 7 H,0 250 2,02 | 2,02
10,97 | 2,02 1 552 | 4%| 85 2,02
! ! : !
— t
Total m.e. anions-cations 18,5 v 14,9

Total m.e., ioniques

33,44

Lorsque le Knop est dilué de moitié, les données ci-dessus doivent 8tre diminuées
de moitié aussi évidemment. C'est dire que dans ces conditions, le Xnop risque non seulement
d'8tre inefficace, mais aussi qu'il peut produire des carences notamment en magnésium, en

potassium et en pho

sphore,

Les pourcentages des ions s'équilibrent comme suit pour les deux solutions

(Tableau XI) :

TABLEAU X1I
Tons Knop Solution F

m.e. anions du % du total des m.e, anions du % du total des

m.e, anioniques | m.e, ionigues m.e. anioniques| m.e. ionigues
NOB- 59,29 32,84 61,5 32,00
so4"' 10,91 6,04 26,92 14,00
PO4H2" 29,72 16,52 11,53 6,00

id. cations id. cations
K" 29,06 12,96 76,66 36,00
Ca 57,04 25,45 20,83 10,00
+

Mg 13,55 6,04 4,16 2,00
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les vourcentages des divers éléments par rapport & l'ensemble des ions indiquent
que la solution de Knop (pour tissus végétatifs) est surtout riche en azote et en calcium,
tandis que dans la solution F, 1l'azote et le potassium dominent. C'est important, car nous
avons vu que cela correspond & la propcrtion de ces deux éléments dans les boutons fleraux,
mais il convient de rappeler aussi, comme je l'ai indiqué dans le début de ce chapitre, que
les carences relatives en ces deux éléments perturbent chez la plante entiére la polarité
de la migration du phosphore (Tezuka loc. cit.) et des sucres; les sucres utiles & la flo-
raison, au lieu de s'accumuler dans le bourgeon terminal puis le bouton floral, migrent au
contraire vers les racines (HICKMAN et KAMP, 318), Enfin, COMBES (%13, 314) a montré que la
floraison currespondait & une migration importante de substances azotées vers les organes
floraux.

En ce qui concerne les oligo—éléments, HELLER (292) et GAUTHERET (291) ont lon~-
guement discuté des solutions proposées par divers auteurs pour la culture des tissus. Ces
remarques pertinentes n'ont sans doute pas la méme valeur pour la culture des organes flo-
raux, Je n'ai pas fait dtexpériences & ce sujet, je me suis contenté de medifier les solu-
tions proposées en fonction des remarques faites par divers auteurs sur le r8le des oligo-
éléments dans la floraison. La solution utilisée et qui m'a donné satisfaction est la sui-
vante (Tableau XII) :

TABLEAU XITI

SOLUTION D'OLIGO-ELEMENTS POUR LA CULTURE
DES BOUTOWS FLORAUX

Comvosition de la solution mére | Quantité apportée au milieu définitif par
| i S
poids en mg 1 cm3 de sol. mére (en mqg)
Sels pour 1000 cm3 Sels 0ligo-éléments
SO4Mn 7 H2O 2000 2,000 Mn = 0,3965
50,2n 4 H,0 1000 1,000 Zn = 0,2273
80,0u 5 H,0 50 0,050 Cu = 0,0127
01,00 6 H,0 50 0,050 C1 = 0,0074
Co = 0,0124
0141 30 0,030 Al = 0,0061
Cl2Ni 6 HZO 30 0,030 Cl = 0,0045
Ni = 0,0074
Mo O4Na2 2 H2O 25 0,025 Mo = 0,0099
Na = 0,0024
Tk 20 0,020 I = 0,0153
BO.H, 2000 2,000" B. = 0,3496
Fau Q.S.p. 1000 cm3
Prise 1 cm3/Ke milieu

(*) Ia quantité d'acide borique qui empéche la chute des fleurs chez le Lupin est de
1 %. selon AARTS (378).
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Le Fer est ajouté séparément sous forme A'EDTA de manidre & obtenir un milieu dé-
finitif renfermant 5 mg/Kg de cet élément. On peut, comme pour le Bore, doubler ou méme tri-
pler cette quantité sans craindre de dommages.

b. Les sucres.

I1 y a eu Jjusqu'd présent tres peu de travaux an ce qui concerne 1l'effet des su-
cres sur la florzison et 1'évolution des fleurs "in vitro". Certains auteurs ont employé le
glucose mais la majorité cnt adopté le saccharcse parce qu'il donne les meilleurs résultats
avec les cultures de tissus végétatifs (Tableau XIII).

TABLEAU XITITI
b i |
Auteurs Dates latériel Jucres QUL 100 om3 ﬁ
Saccharose| Glucose
LA RUE 1942 {Fleurs diverses 20 -
NITSCH 1949 | Fleurs de tomate 50 -
NITSCH 1951 | Ovaires - 50 -
RAU 1956 | Ovaires Phlox 50 -
MAHESHWART et LAL 1958 | Ovaires Iberis 50 -
SACHAR et BALDEV 1958 | Ovaires Linaria ' 50 -
TCHAILAKTAN et BUTENKO| 1959 | Apex Perilla transformation fleurs| 20 -
RABECHAULT 1960 | Beutons floraux chrysanthéme 0 & 250 |*0 & 200
TOPONT 1960 | Bractées artichaut 50 -
CHOUARD, AGHION 1961 |Tige et hampe florale tabac 30
AGHION 1962 " 30 100
BALDEV 1962 | Ovaires cuscute 50
TEPFER, GREYSON 1962 | Boutons floraux Aquilegia 20 *
et HINDMAN
GALUN, YUNG, LANG 1963 ! Boutons floraux concombre 20
PAULET, NITSCH 1964 | Fleurs sur racine endive 30-50
NITSCH et NITSCH 1964 " 30-40%
AGHTON=-PRAT 1965 Fleurs sur hampe florale tabac 50
MARGARA et RANCILLAC 1966 | Tissus de racine d'endive 40-85-* -
L

(*) Ces auteurs ont étudié les effets de plusieurs sucres.
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Pour favoriser le développement des boutons de chrysanthéme "in vitrn", le mieux
serait sans doute de mettre & leur disposition les sucres que 1'on rencontre dans la plante
au moment de la floraison. Le métabolisme des glucides chez le chrysanthéme a fait 1'objet
des travaux de KAZARJAN, AVUNDZAJAN et KARAPETJAN (343) en 1960, Ces auteurs ont déterminé
les variations de la teneur des divers glucides libres et des glucides issus de 1'hydrolyse
des polyosides au cours de la vie de la plante qui comprend : la phase végétative, la flo-
raison et ce que ces auteurs ont appelé la phase de"défloraison", ceci dans tous les or-
ganes : bourgeons, boutons floraux (pétales et réceptacles), feuilles, tiges et racines.

Ne connaissant pas cette publication, j'ai effectué la méme année des analyses
identiques et notamment des chromatographies dl'extraits de divers organes de chrysantheémes
de la variété Souvenir de Georges PRCHOU (racines exceptées) au stade végétatif et apres
le début de la floraison, Mes résultats ont confirmé dans leur majorité ceux des auteurs
russes en ce qui concerne les organes analysés pour les périodes de développement végétatif
et de la floraison.

D'une manidre générale, le nombre et les concentrations des glucides libres re-
levés dans les divers organes (Bourgeons, feuilles, tiges et racines) pendant la phase vé-
gétative étaient & peu prés identiques : pour tous les organes et en ce qui concerne le
saccharose, le glucose et le fructose. Les auteurs russes ont annoncé qu'ils avaient trouvé
du maltose dans les racines, alors que le dessin de leur chromatogramme indique la présence
de ce sucre dans la tige.

Par 1'hydrolyse & ltacide sulfurique, les polyosides du bourgeon et des feuilles
ent 1ibéré : un acide uronique, du galactose, du xylose, du ribose et du rhamnose. Ltacide
uronique et le galactose sont remplacés dans les racines par une substance indéterminée et
du sorbose. Dans les tiges, tous les sucres cités ci-dessus, issus de 1l'hydrolyse des po-
lyosides, excepté le sorbose, sont présents. Les concentrations en sucres libres extrac-
titles & 1ltalcool & 70° étaient 3 peu prés équivalents d'un organe & l'autre, mais ctest la
tige qui renfermait le plus de polynsides et les feuilles le moins.

Au cours de la floraison, les analyses ont permis de conclure & une migration des
sucres vers la fleur. On observait une augmentation maximum des glucides libres dans les
tiges (10 sucres); les feuilles (10 sucres) et les fleurs (9 sucres) et minimum dans le ré-
ceptacle des fleurs (3 sucres) et les racines (4 sucres). Les sucres détectés sont le maltosc
le saccharose, le galactose, le xylose, le fructose, le glucose, le ribose, le rhammose et
un cétose indéterminé, seul le rhamnose manquait dans les fleurons., Pour ma part, dans la
variété Souvenir de Georges PECHOU, jtai également trouvé du raffinose et du stachyose dans
les feuilles, les tiges et les beutons floraux. Il est & signaler que la plupart de ces su-
cres n'ont pas été rencontrés au stade végétatif, surtout dans l'hydrolysat des polyosides.

I1 y aurait une migration importante et une accumulation de sucres dans les tissus
des plantes en floraison et en particulier dans les boutons floraux. Ceci confirme bien les
résultats obtenus par dtautres auteurs chez d'autres espéces, et notamment en France par
COMBES (386).

Lorsque la floraison était terminée, on observait au contraire une diminution du
nombre et de la quantité des sucres libres et de ceux issus de 1l'hydrolysat des polyosides
dans tous les organes aériens, tandis qu'ils augmentaient dans les racines. Cette accumu-
lation dans le systéme radiculaire est sans doute utile pour la production des rejets qui
regplaceront la tige principale 1ll'année suivante.
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Les résultats ci~dessus sont résumés dans le tableau XIV,

TABLEAU X1V

Modification du nombre des glucides dans les différents
organes du chrysanthéme suivant les phases du développement
(selon KAZARJAN, AVUNDZAJAN et KARAPETJAN, 343?
Phase du développement
Stade végétatif |  Floraison i Défloraison
. . 1 ¢ : T 1
Fractions feuiﬂ ti~|ra- tapex &euil ti-|ra- |pé- ]ré- feuil ti~ ra-
les | ge lci- |végé les | ge |ci~ ita= cep |(les | ge |ci-
nes tati.I nes |les |taclg nes
Sucres libres 3 4 3 3 110 | 10 4 9 3 6 6 6
Hydrolysat des poly-
saccharides 5 8 6 6 5 5 6 5 3 6 4 2
Nembre global de su- 6 1 10 6 7 (10 | 10 10 6
cre | | L

La phase florale correspond donc & une biosynthése des sucres et & un changement
dans leur répartition. Il est intéressant de constater que certains d'entre eux (les he-
xoses et polyméres) sont retrouvés avec une grande fréruence. Ce sont le saccharose, le
glucose et le fructose ou lévulose qui sont & la base de nombreuses biosynthéses; les pen-
toses sont moins nombreux et importants.

Nous verrons dans 1'exposé des "Résultats expérimentaux” que les deux sucres qui
sont les mieux tolérés par les boutons floraux sont le fructose et le saccharose; les con-
centrations qui provoquent une croissance et un développement optima (floraison) sont pour
le saccharcse de 80 & 160 %,. En réalité, 1'optimum pour la floraison est & 100~120 %, mais
pour reconnaftre plus facilement 1'effet de 1'addition d'autres substances, j'ai préféré
adopter pour le milieu de base une concentration inférieure mais qui donne malgré tout de
bons résultats, soit 80 %,.

Notons cependant que 1l'autoclavage des milieux en vue de leur stérilisation pro-
vogue l'hydrolyse d'une faible quantité de saccharose 3 & 4 % (selon RIETSEMA, SATINA et
BLAKSLEE, 345), ce qui fait environ 3,20 g de glucose et de fructose libres par Kg de mi-
lieu.

c. Substances diverses.
La gélose est employée habituellement & la dose de 7,5 & 12 %,; pour les boutons

floraux, la concentration la meilleure était 8 %,. La gélose peut modifier 1'absorption des
diverses substances du milieu et les équilibres ioniques. KOFLER (345) 1'accuse de provo=-
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quer des carences en phosphore chez les mousses cultivées en milieu aseptique. Un moindre
mal est d'utiliser une gélose purifiée Bacto-Agar Difco. Cette substance ralentit d'autre
part la pénétration de 1'oxygene dans le milieu, c'est la raison pouvr laguelle j'ai adopté
4 présent la culture sur milieux liquides agités.

- Le choix et les concentrations des vitamines, des auxines et des acides aminés,
relevés dans la littérature, ne reposaient en général sur aucune expérimentation. J'ai uti-
1lisé (voir Tableau VI) du Panthotdnate de calcium, de la Vitamine B, et de l'acide gluta-
mique. Pour ce dernier, une expérience non rapportée ici m'a permis de déterminer que la
concentration optima était de 100 mg par kile de milieu.

d. Préparation du milieu définitif de base.

L2 normalisation n'a pas encors touché les biologistes et dans la littérature,
aucun ne parle le méme "langage". Certains s'expriment en grammes par litre, d'aures en
mg/l, en Y/l, en ppm, etc. Les chimistes, eux, donnent leurs résultats en pourcentages par
rapport au poids sec ou au poids frais : x grammes % signifie que 1l'on a x grammes de subs-
tances pour 100-x d'autre chose.

Pour les milieux de culture, les proportions sont indiquées en général en g ou
mg/l, mais dans ce cas, on ne peut faire aucun rapprochement avec les résultats d'analyse
de plantes (qu'il est difficile de traduire en mg/l). Pour les éléments microtrnphiques,
l'erreur serait peu importante mais lorsqu'il s'agit d'introduire dans le milieu des gquan-
tités de sucre allant jusqu'ia 250 g, ce n'est pas la méme chose.

Dans une solution renfermant 200 g de sucre par litre, l'analyse du milieu ne
permet pas de trouver 800 cm3 d'eau (ou 800 g) car il faudrait pour cela que les deux
constituants aient la méme densité (Saccharocse d = 1588 & 15° C). Il m'a donc semblé plus
logique ici de parler en poids et non en volume.

la préparation du milieu de culture de base a été ainsi effectuée selon la mé-
thode suivante 3

Un bécher d'une contenance légerement supérieure & celle nécessaire pour le mi-~
lieu définitif est placé sur le plateau d'un trébuchet monoplateau K7T Mettler (ou autre
marque équivalente) dont la précision est + 30 mg pour 800.000 mg (1/25.000). Le modele
K5T convient également, car il peut peser 2.000.000 mg avec une précision de + 200 mg
(1/10.000). A 1'aide du bouton de tarage, on raméne 1'échelle de lecture & zéro. Il ne res—
te plus qu'ad ajouter les substances du milieu.

Par exemple, pour un kg : le sucre 80 g, 3 & 400 cm3 d'eau distillée, les prises
des solutions meéres de macro-éléments indiquées dans le tableau IX, 1 cm3 de la solution
d'oligr-éléments du tableau XII, 1 cm3 d'une solution d'EDTate de Fer correspondent & 5 mg
de Fer, les vitamines, auxines, acides aminés ou autres substances (pesées sur une balance
de précision au 1/1005 et de 1'eau distillée jusqu'a 950 g. Aprés agitation, le pH est me-
suré et amené & 6,0 s'il y a lieu. On compléte alors le milieu & 1000 g. par de l'eau dis-
tillée.

S3i 1'on veut obtenir un milieu solide, apres la correction du pH, on ajcute 8 g
de gélose en poudre (Bacto Agar Difco) et on porte le milieu & 1'ébullition dans un ballon
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TABLEAU XV
Sels Poids en mg Apport sous la forme de
2
(NOB) Ca 409,00 N
NOBK 1111,00
PO4H2K 136,00 f Prises de solutions
0K i méres (voir le tableau
50,%, 522,00 1w
SO4Mg 7 H20 123,00 /
SO4Mn 7 H2O 2,00 b
80,20 4 H,0 1,00
SO4Cu 5 H2O 0,05
Cl2Co 6 H2O 0,05 Prise 1 cm3 solution
C1_Al i mdre (voir le tableau
1 0,03 “ XII)
Cl2N1 6 H2O 0,03
Mo O4 Na2 2 H2O 0,025
K 0,020
BO_H
st 2,00 /
Fer (EDTAte) 5,00 Prise 1 em3 solution
(complexon 1I)
Acide pantothénique 5,00 ]
. . |, Pesées & part avec une
A >
cide glutamique 100,00 1 balance au l/lO
Vitamine B, 30,00 ;
Gélose 8000, 00 Pegée directe
Saccharose 80000,00 " "
Eau distillée dans
le verre @
Q.S. pour 1,000,000,00 Pesée directe
x) Les sels minéraux font partie de la série Purissimum "Merck".

xx) Bacto Agar Difco

xxx) Tous les autres corps organiques sont des produits purs.
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surmonté d'un réfrigérant & reflux et muni d'un dispositif d'agitation énergique. Lorsque
la gélose est fondue, le milieu est mis & refroidir jusqu'a 50° C (prise en masse vers

30° C) et complété alors & 1000 g par de 1'eau distillée, agité de nouveau, puis coulé im-
médiatement dans les tubes de culture pour limiter au minimum 1!'évaporation de lleau. Le
milieu définitif a donc la composition indiquée dans le tableau XV. Son volume est de

980 cm3, sa densité 1020 et son rH-208 mV. I1 renferme 81,63 g de saccharose par litre.

IV, OBSERVATIONS ET INTERPRuTATIONS DES RWSULTATS.

Les expériences ont en général été répétées deux et si possible trois fois. Selon
les disponibilités en matériel végétal, chaque traitement comportait 12 ou 24 tubes de cul-
ture, & raison d'un bouton floral par tube. Dans la majorité des cas, les boutons ont été
cultivés avec un pédoncule de 10 mm, cependsnt, quelques expériences ont été faites compa-
rativement avec des boutons sans pédoncule (effets des sucres, du 2.4 D, de la kinétine et
de la kinétine+AIA), mon projet étant ultérieurement de ne mettre en culture que le récep-
tacle sur lequel se forment les fleurons.

Dans cette premiére étape, les observations ont porté sur le déroulement de la
croissance et de la floraison "in vitro". La croissance était appréciée & 1'aide de la me-
sure des pédoncules et du diametre des boutons et la floraison & l'aide du camrptage des
fleurons épanouis . Le mot "floraison" s'applique en général & tous les phénoménes qui tra-
duisent le passage de 1'état végétatif & 1'état floral. Il sera utilisé ici plus particu~-
liérement pour désigner 1!'évolution du bouton floral en culture "in vitro".

Ltexamen de 1'effet des divers "traitements" sur 1'évolution cytohistslogique de
la floraison des boutons en culture "in vitro" fera 1l'objet d'études ultérieures; cepen-
dant, quelques observations préliminaires de contrdle ont été effectuées au cours des ex-
périences & 1'aide de coupes de boutons inclus i la paraffine (fixation au Nawashine et co-
loration & 1'hématoxyline de Heidenhain).

Enfin, j'ai utilisé pour 1l'interprétation statistique des résultats la méthode
dtanalyse de la variance selon le test P (Snedecor, Lison)® préconisée par GAUTHERET (291)
pour la culture des tissus végétaux.

* SNELECOR, G.W.- Statistical ilethods - Iowa State College Press Ames, Iowa 1937.

LISON, L.- Statistique appliquée & la biologie expérimentale - Gauthier-Villars,
Paris, 1958.
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RESULTATS EXPERIMENTATUX

Au cours des expériences qui constituent 1'cbjet essentiel de ce travail, jlai
cherché & préciser les meilleures conditions & réaliser pour cobtenir une croissance et un
développement des boutens floraux du chrysanthére, identiques & ceux de boutons floraux de-
meurés sur la plante.

Nous avons vu que les plantes mobilisaient beaucoup 4'éléments macrotrophigues
au conurs de la floraison : en particulier de 1l'aznte, du potassium et des sucres., Dans une
premidére série d'expériences, nous allons comparer les effets de deux solutions d!éléments
minéraux : la solution de Knop utilisée par la plupart des auteurs et la solution F mise au
point dans le précédent chapitre, puis nous chercherons & comparer les effets des principaux
sucres s saccharcse, glucose et fructese dont la présence a été constatée chez le chrysan-—
theme en voie de floraiscn.

Mais nous savons aussi que le développement des fleurs est réglé par divers pro-
cessus de stimulations et d'inhibitions dans lesquels sont impliqués en particulier des au-
xines, des gibbérellines et des phytokinines agissant & faibles doses. Clest la rais~on pour
laquelle nous chercherons & préciser dans le chapitre Eléments microtrophiques, les effets
particuliers & chacun de ces groupes de substances, en incorporant dans le milieu de cul-
ture des quantités plus ou moins importantes d'acidgjbindolyl—acétique (AI4), d'acide.x
naphtyl-acétique (4ANA), d'acide 2,4 dichlorcphénoxyacétique (2,4 D) (groupe des auxines),
dtacide gibbérellique (GA) (stimulateur de croissance), dfacide 2,3%,5 triiodo-benznIque
(ATIB) (inhibiteur), de kinétine ou 6-furfuryl-amino purine (K) (du groupe des substances
excitoformatrices) et de combinajisons kinétine-acide/? indelylacétique (K-ATA) et gibbérel-
line-kinétine (GA-K). >

A. BLEMENTS MACROTROPHIQUES,

I. ELEMENTS MINERAUX.

Jtai tenté de cultiver des boutens floraux sur des milieux nutritifs pour tissus
végétatifs, mais je n'ai pas cbtenu de bons résultats, notamment avec les solutions renfer-—

mant des chl-rures, sans doute & cause de la sensibilité du chrysanthéme & 1'ion chlore
(voir Méthodes).

la fig. 1, Planche VI, représente par exemple un bouton floral cultivé depuis plus
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d'un an sur un milieu N de NITSCH (*). Les fleurons ont trés peu évolud : on ne voit sur
cette figure qu'un fleuron & potentialité femelle avec sa couronne arrondie (a droite),
toutes les autres ébauches sont des fleurons & potentialité hermaphrodite; on remarque en
effet déja les cing proéminences qui donneront les cing dents de la corolle tubulée.

L'évolution dans ce cas a été ralentie & cause de la composition de la solution
minérale (trop riche en chlore) et sans doute aussi de la faible quantité de sucre utilisée.

Des recherches sur 1l'effet de chaque élément minéral seraient certainement inté-
ressantes, mais nous nous contenteroas ici de vérifier si la solution F mise au point d'a-
prés 1l'analyse de Chrysanthémes en fleurs convient & la culture "in vitro" des boutons flo-
raux en la comparant & une solution Knop utilisée par de nombreux auteurs.

- Comparaison de l'effet d'une solution minérale de Knop & celui d'une solution
minérale F pour deux concentrations en saccharose.

L'expérience comportait quatre traitements

Solution de Knop + 30 %O de saccharose (ou K 30)
Sclution - -  + 60 %, - (ou X 80)
- P+ 30%. - (ou F 30)
- F + 80%, - (ou F 80)

A4 ces milieux ont été ajoutés les oligo-éléments, les vitamines et acides aminés
du milieu de base habituel (Tableau XII),

Résultats (Planche II et Planche X',

1. Croissance (Tableau XVI).

La croissance des pédoncules a été en général plus importante dans les milieux K
et F renfermant 30 %, de saccharose et les accroissements observés étaient trés significati-
vement différents de ceux obtenus avec les milieux K et F renfermant 80 %, de saccharose.

(*) Milieu N, de Nitsch (communication personnelle)
NOZK wevieeacescesnssncornnsessessas 2000 mg
CIE teereninennrenissersennenenesns 1500 —

PO,H Na H.O ceececesessscoccsncases 250 =

SOTME T ESO wuuervvvuvvunnnrsrannns 250 -

0108 svecescesssscscaresssssasaass 25 =

Ci%rate de fer ammoniacal Q.5. p. Fer 5 mg

Oligo-éléments (selon NITSCH) ..... 1 cm3
SaCChATOSE seeesessvecsosncssennssss 30.,000mg
Glutamine eeeeseccscscvocccsscccvas 100 -~
Thiamine ceeseescescscessccosnssscsss 50 ~

BOU eseesevecesesvsenssavasssssosess 1.000cm3
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TABLEAU XVI

Croissance ! Tumnrrisation ! Rhizogénése 3
Long. Dism. ! Nombre | lNombre i
Milieux |pédoncule du bout. Intensité Forme 'de boutons | de racines ;
X en mm, ¥ enmm (a) (b) racinés par E
} % bouton |
i 14
K 30 26,30 11,80 3,36 digit. 0 0 |
X 80 20,04 12,10 2,08 nod. 8,3 10 !
F 30 32,10 | 12,8 2,60 arr. 0 0(1c) i
t ) i

F 80 24,30 11,9 4,30 i arr. bhoud. ! 18 % 9(3c)

N i L

L'intensité de 1a tumorisation a été évalude en nombre de + (Voir Effets de
1tATA).

digit. = digitée; nod. = nodules; arr. = arrondie; arr. boud. = arrondie parfeis
avec gros prolcngements. Z
avec racines aériennes pour 12 boutons.

La comparaison des deux solutions minérales pour les deux concentrations en sucre
montre que la solution F amdne une croissance toujours supérieure & celle provoqucée par la
solution K; les différences constatées étaient tres significatives pour un seuil de proba-
bilité de 5 et méme de 1 %.

Et il en a été ainsi pour la floraison (nombre de fleurons épanouis), bien que
1taugmentation du diametre des houtons n'ait pas été significativement plus importante ni
avec la selution F ni pour la plus forte concentration en sucre.

gn outre, il y a eu une plus grande
boutons cultivés sur le milieu F 80; dans les
ont bruni ou ont eu une croissance tres lente
vaient un pédoncule qui s'allengeait beaucoup

homogénéité dans les tailles finales chez les
milieux F 30 et K 30 et K 80 quelques boutons
(Planche II, fig. 6), alors que d'autres a-
(Planche II, fig. 8).

2. Formation d'un cal et rhizogéndse (Tableaux XVI et XVII).

Huit & dix jours apres la mise en culture, l'extrémité du pédoncule présentait
quelques petites nodosités blanchltres. Vers le 1l4éme jour, un renflement trss net de cette
zone était visible chez les boutons du milieu F 80. &u bout du 20éme jour de culture, pres-—
gue tous les boutons présentaient une tumorisation, mais avec une fréyuenez et une importance
plus grande chez ceux du milieu F 80 (58 %); les boutons 4u milieu F 30 ne présentaient
encore aucune tumorisation. Au 252me jour, la nrolifération cellulaire du cal dans le milieu
K 30 avait rattrapé et dépassé celle observée dans le milieu F 80. Cependant, dans la répé-
tition de cette expérience (Tableau XVII), les résultats ont été 1égérement différents, la
tumorisation au 25&me jour atteignait 83,3 % pour le milieu F 80, tandis qu'elle était infé-

- 67 -



rieure & la premidre rénétition pour le milieu K 30.

TABLEAU XVITI
PROPORTION DE BOUTONS AYANT FORiME UN CAL

‘ * X 30 ' F 30 ' X 80 % F 80

LObservations 'Nbre ! Nbre | | Nbre | [libre | )

ju bout de icult.fcal. L% Fult_,cal, I % kult. cals | % §Cult.'bal, %

| | T | :

HE—. b s ! ? i | ‘

Iére répétition ‘ ; i I ; !

16 ;. 12 o, o1l ol ol 2f166 121 of o
20 j. 120 3| 25 1 12f 0 012} 2;25 ; 12 7! 58

[ 25 J. 120 8y 66,6 127 2 16§ 12 325 ; 12 70 58

| 2&me répétitio § ' l ; ! | ! ‘
25 J. 9| 5 55,54 9! 4 44,4 8] 27125 | 12! 10| 83,3

)
'
t | : |

Au bout de 81 jours de culture, 100 % des boutons avaient 1'extrémité de leur pé-
doncule tumorisée, excepté ceux du milieu F 30. L'optimum pour la tumorisation des pédon-
cules si nous cultivons des boutons fleraux avec une solution de Knop et des concentrations
croissantes de sucres, pourrait donc se situer vers 30 jo, (saccharose). Tandis qu'avec la
solution ¥, le maximum serait déplacé vers de plus hautes concentrations en sucre.

La forme du cal était différente aussi selon le milieu, Dans le milieu de Knop
(Planche IX) avec 30 %, de saccharose, la tumeur était le plus souvent digitée (fig. 2
et 3), tandis qu'avec 80 %o de saccharose, cette digitation ne se formait plus, mais il sub-
sistait des nedasités (fig. 4). Dans les milieux F, avec 30 %, de saccharose, le cal était
plus petit que dans les autres traitements, tandis que dans le milieu F 80, le cal était en
général arrondi (fig. 8) et souvent légdrement comprimé verticalement, ce qui lui dennait
ltaspect d'un disque épais (fig. 10). Enfin, parfois le cal de boutrns du milieu F 80 pré-
sentait un ou deux gras prolongements boudinés.

La rhizogénése a eu lieu en général aprds la formation du cal & 1'extrémité du
pédoncule.
3. Floraisen (*)

le premier indice du développement des fleurons dans le capitule consistait en
1'écartement des bractées au bout d'une quinzaine de jours. Les premiers fleurons se sont

(*) Ce terme s'zpplique généralement & 1'ensemble des phénomdnes qui traduisent le passage
de 1'état végétatif & 1'état floral, ainsi que le développement et la croissance des
fleurs jusqu'au stade de la fructification; sera utilisé dans le cours du texte, pour
plus de commodité, pour désigner les étapes de 1'évolution des boutons floraux en cul-
ture "in vitre".
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dégagés au bout de 21 jours de culture dans les milieux les plus riches en sucre, K 80 et
F 80. Ce phénoméne correspondsit au maximum de 1'activité de prolifération cellulaire du
cal et de rhizogénese des pédoncules. Dens les milieux K 30 et F 30, la floraison a com-
mencé beaucoup plus tard (30 & 60 jours).

Les milieux F cnt stimulé la floraison dds le premier mois de culture, tandis que
les milieux K ont eu un effet dépressif (Tableau XVIII), car sur ces milieux les boutons
n'tont fleuri que partiellement. En effet, les premiers fleurons dégagés ont développé une
corolle anormale (contournde, rubanée ou arquée), puis la floraison s'est arr8tée.

TABLEAU XVIII

i { : Floraison e
i A Nombre de ’ Nombre de bou- : Pourcentage de !Nombre de fleurs
! Milieux ' cultures i tons fleuris i boutons fleuris ,épanouies par
! ! i j f bouton ,
" | 5 |
| K30 : 11 | 3 | 27 | 9 |
‘ ‘ i '
i F 30 | 8 ! 2 j 16,6 | 12,5 ,

| ! : . i
| K80 i 12 ; 4 ; 50 i 6,5 ||
' F 80 ; 10 | 6 | 60 . 7,0 '

La Planche II réunit les dessins de quelques boutsns les plus représentatifs de
chague traitement, au bout de 55 jours de culture; le bouton de la fig. 7, prélevé trop tar-
divement, alors que les primordia floraux avaient atteint un stade de développement avancé,
n'ta pu malgré tout développer que quelques fleurs femelles ligulées. On remarque en outre
que son pédoncule n'est pas tumorisé.

Sur la Planche X, j'ai réuni les photegraphies des quatre boutons les mieux fleu-
ris de chaque traitement, aprés 81 jours de culture. On voit que le milieu F 80 (fig. 4) est
celui qui a permis le développement du maximum de fleurons. Cette photographie pourrait
laisser supposer que le développement de la fleur a été i peu pres similaire & celui de
fleurs restées sur la plante. Or, il n'en est rien, avrés une floraisen spectaculaire des
premiéres rangées extérieures de fleurons ligulés, les choses en sont restées 1i. Les autres
fleurons ligulés dont les primordia étaient & peine formés au moment du prélévement et les
fleurons hermephr;iites du centre du canitule n'ont pas évolué et sont morts par la suite.
On peut remarquer aussi sur la photographie 4 de la Planche X, que les boutons du milieu
F 80 qui ont le plus de fleurons épanouis, sont ceux qui ont aussi le plus grand ncombre de
racines,

Enfin, au cours du deuxi®me mois de culture, la base de guelques fleurons épanouis
sur les boutons cultivés dans le milieu F 30 a commencé & s'allonger peu de temps aprés;
vers le 65¢me jour; il s'est développé un rameau au sein de chague fleuron. Ce rameau por-
tait & la base quelques pidces florales aplaties jaunfitres plus ou moins contournées, puis
des piéces en partie jaunes et en partie vertes, puis de petites feuilles. Au bout de
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81 jours, 50 % des boutons cultivés sur le milieu F 30 présentaient des réversions florales
(% 2,7 réversion par bouton).

Des réversions florales sont apparues également sur le milieu F 80, apres 81 jours
de culture sur 20 % des boutons fleuris, mais comme ces boutons racinés n'avaient pu 3tre
repiqués sur un milieu fraichement préparé, il est pnssible que la réversion des fleurs
était due dans ce cas i ltappauvrissement du milieu en sucre.

I1 n'y a pas eu de réversion chez les boutons des milieux K 30 et K 80, meis il
est vrai que la floraison sur ces milieux a été peu importante.

En ré sumé ¢ Les boutons floraux de chrysantheme peuvent survivre sur un
milieu de base sans auxine ni substance exciteformatrice, mais leur croissance et leur dé-
veloppement (floraison) sont toujours limités.

L'allengement du pédoncule est favorisé par de faibles concentrations en sucre et

par la solution F comparativement & celle de Knop.

Le pédoncule des boutons floraux est capable de développer un cal important sur-
tout avec les milieux K 30 et F 80 (sans auxine), ce qui indique sans doute la présence dans
le bouton d'auxines et de substances excitofcrmatrices (Phytokinines ?).

Le développement des fleurs a été plus imvortant sur les milieux F et surtout sur
le milieu F 80; sur le milieu F 30, la plupart des fleurons ont "réversé" (au sein de la
fleur s'est développé un rameau végétatif sur lequel on pouvait distinguer & la base quel-
ques pidces florales défurmées).

La fleraison a été partielle sur tous les milieux; quelques fleurons épancuis é-
taient presque toujours anormaux méme dans le cas le plus favorable avec le milieu F 80.
Seuls les fleurons femelles de la périphérie se sont développés; les fleurons du centre
n'ont pas évolués et sont morts apres deux cu trois mois de culture.

II. EFFETS DES SUCR&S

Jtai étudié les effets des trois principaux sucres présents dans les boutons fle-
raux ¢ le Saccharose, le Glucose et le Lévulose,

a. Le Saccharose.

Ce sucre semble le plus important:; on le trouve dans toutes les parties de la
plante, et rotamment dans les boutons floraux ol il accompagne dtautres polyosides tels que
le raffinose et le stachyose. Il a été en gérdral utilisé par d'autres auteurs & la dose de
20 & 50 g/1 mais en réalité, les tissus floraux ont besoin, semble~t-il, de doses nette-
ment supérieures, 75 & 100 g/l (AARTS, 378 -~ RABKCHAULT, 135, 136 - AGHION-PRAT, 62).

Au cours de mes premiers essais de culture "in vitro", jtai déja signalé que beau-—
coup de boutons fleoraux brunissaient et mouraient aprés quelques jJours.,
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J'ai constaté que la métrnnrde de désinfection dans la plupart des cas n'étaic pas
en cause, et que la solution minérale intervenait ésalement tres peu dens ce phénomene. Le
brunissement était dl presque toujours aux faibles concentrations en sucre., Ainsi, au cours
d'un essai préliminaire dans lequel j'ai utilisé les concentrations 0, 25, 50 et 100 i, de
sacchareose, jtai constaté que seuls les boutons, dans les deux derniers traitements, res-
taient tous bien verts et sains.,

Dans 1'expérience suivante, j'ai essayé onze teneurs en sacchareose : 0, 20, 40,
60, 80, 100, 120, 140, 150, 180, et 200 %

O.
Résultats (Planche III).

1. Brunissement,

Dans le milieu sans sucre (Témoin), 6 boutons sur 12 présentaient au 2&me jour
une tache brune & 1llextrémité du pédoncule et au sommet du bouton. Au 3eme jour, deux bou-
tons sur les 6 tachés ont bruni enti¢rement, Au 10éme jour, 10 boutons étaient bruns, deux

étaient brun foncé et morts, Le lléme jour, les 12 boutons étaient morts.

Avec 20 %, de saccharnse, il y availt 4 boutons sur 12 avec des taches brunes le
2eme jour et 6 ont bruni le 3&me jour. A ce moment, chez les houtons sans pédoncule, a la
m8me concentration, 9 boutuns sur 12 étaient bruns. Au 1léme jour, il y a eu 76 % (9 bou-
tons sur 12)vde boutens bruns et morts parmi les boutsas avec pédoncule et 10 boutons sur
12, soit 83 % parmi les boutons sans pédoncule.

Avec 40 %, de saxcharose, 2 boutons sur 12 présentaient des taches brunes (bou-
tons avec pédoncule, le 2tme jour, et 4 sont devenus bruns le 3eme jour, soit 33 %. Cette
proportion est restée inchangée par la suite, tandis que chez les boutons sans pédoncule,
un seul bouton présent:it des taches brunes et 1l n'y a pas eu d'autres boutons d'atteints,

Chez les autres concentratinns, lorsqu'un bouton brunissait, il était peu apres
entouré de colonies bactériennes ou de mycélium de champignons, ce qui prouvait que, dans
ce cas, la désinfection était en cause mais non la concentration en sucre.

2. Croissance,

La premiere manifestation du développement des boutons se traduisaient par un
allongement du pédoncule. Cet allongement (Graphique XI) a commencé dés les premiéres 24 h.
et slest accéléré du 2tme au Téme jour. Un ralentissement a été observé vers les 8eme et
9eme jours pour toutes les concentrations et chez les boutons survivants sur les milicux té-~
meins (sans sucre). Cependant, entre 80 et 120 %o, le ralentissement n'a eu lieu que vers 1»
1ldme jour. Chez les boutons survivants sur le milieu 20 %,, l'accélération était enc-re nc-
table au 1lleme jour, et stest poursuivie jusqu'i la mort des boutons survenue quelgues
jours apres,

L'examen du Graphique XI (& droite) de 1'augmentation comparative de la tai’le

des pédoncules au lleme jour, montre que 1'optimum se situe entre 60 et 120 %,, le maximum
étant & 80 %,.
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L'augmentation du diamdtre des boutons (Tableau XX) a ét¢ moins importante, quel-
ques millimdtres seulement. Le maxioum était observé & 120 et 140 %,, mais n!'était pas si-
gnificativement différent de l'augmentation du diamétre des boutens développés sur les au-
tres milieux.

3. Formation du cal & 1l'extrémité du pédoncule,

Quelques jours apres 1l'ensemencement (4éme au ‘7éme jour) et dans presque toutes
les concentrations, l'extrémité du pédoncule des boutons présentait un renflement qui a aug-
menté ensuite peu & peu de diametre, Des coupes histeologiques m'ont permis de constater la
présence de nombreuses divisions cellulaires, tout d'abord dans le cambium et gui se géné-
ralisaient ensuite au parenchyme cortical et & la moelle. Je n'ai pas constaté de cellules
hypertrophiées dans les tissus du cal au cours de ce premier examen. Les nedosités qui scnt
appari 's alors & la surface du renflement correspondaient & autant de racines qui se sont
développées par la suite.

Avec 20 %, et 40 %. de saccharose, chez les boutons qui ont survécu et sont res-
tés en partiec verts, le renflement de l'extrémité du pédoncule stest formé vers le Teéme
Jjour de culture.

Avec 60 %., le renflement &tait visible dds les 3dme et 4eme jours, I1 y a eu un
maximum de tuméfaction vers le 9&me jour pour les concentrations 20 & 100 %,. C'est au mo-
ment de 1l'augmentation la »lus importante du volume des cals au 7eéme jour, gque s'est dé-
clenchée en général la floraiscn (écartement des bractées du bouton).

Le volume maximum atteint par la prolifération cellulaire de llextrémité du pé-
doncule a eu lieu dans les concentraticns 20 et 40 %,; c'est dans ces milieux qu'il s'est
formé par contre le moins de racines., La ferme du cal a été 1légérement différente selon les
milieux : avec 20 et 40 %o de saccharcse, elle était sphérique ou subconique (Planche.III,
figs 2 a et 2 b) et le houton ressemblait ainsi & une petite haltere (Planche ITI, fig. 2);
dans les autres milieux, l'extrémité du pédoncule s'est élargie en une sorte de disque
(Planche III, fig. 3 b) qui a déja été observé dans llexpérience précédente.

4. Rhizegénese (Tableau XIX).

Les petites nodesités, de couleur plus claire, apparues sur le renflement de la
base du pédoncule, ont donné naissance vers les 8tme et 9eme jours, et bien que le milieu
ne renfermait pas d'auxine, & autant de racines, Celles-ci se sont allongées de fag¢on plus
active entre le 10tme et le 12&me jours, ce qui correspondait au moment de la plus grande
fréquence des épanouissements (fleuronss et & 1'arrét de 1'allongement des pédoncules (Ta-
bleau XIX).

Au 13&me jour, 80 & 83 /4 des boutons pédonculég en survie étaient racinés dans les
concentrations 60 & 140 %.. Cette provortion tombait & 66,6 % pour la concentration 160 %,.
Avec 180 et 200 %, de saccharose, 1l'émission de racines a eu lieu 4 & 5 jours plus tard;
dans ce cas, le renflement des pédnmncules a bien commencé & la méme date que pour les con-
centrations optima, mais les racines ne scnt apparues et n'ont commencé & se développer
qutau 13eme jour (180 %,) et au l4dme jour (200 %.) de culture.
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Le nombre de racines émises par bouton ntétait pas significativement différent
entre les concentrations 80 & 160 %,. L'allongement maximum des racines a diminué graduelle-
ment de la concentration 60 & la concentration 180 .,. Cela est sans doute dQ & 1l'augmenta-
tion de la pression osmotique du milieu. La concentration 40 %o a permis la production des
plus grandes racines,

Enfin, des boutons floraux avec pedoncules placés & 1l'obscurité n'ont pas déve-
loppé un nombre beaucoup plus important de racines. Quant aux boutons cultivés sans pédon-
cule, leur rhizogéndge a été tres faible.

TABLEAU XIX

NOMZRE P& RACINES PAR BOUTON ET LONGUEUR MAXIMUM
DZS RACIFES AU 13&me JOUR

T T Concentrations en sacchapfte %,
0 20 | 40 : 60 l 80.100{1205140;}160518Oi200 é
e’ R N
Tonbre noyea de ! i : | f
racines yar bouton 0 0 i 3 4,6] 4,2, T,7] T,5] 3,8 675‘ 6,0! 0
1 N . i
Longueur moximum | % ' l
en mm 0 0 |111,6| 33,0 26,5| 18,3! 13,9} 14,0 13,01 0,3 |
cal ' i 5 !
impor! ' l ; ! !
| tant ' ; ! !
- — i : " ‘ ’

5. Fleraison (Tableau XX).

Nous avons vu que le début de 1'épanouissement, marqué par 1l!'écartement des brac-
tées du bouten floral, débutait sensiblement en méme temps que la tumorisation de 1lextré-
rzité du p’loncule. La sortie des fleurons a eu lieu lorsque la croissance du pédoncule a mar—
qué un net ralentissement. C'est & ce moment aussi que le pédoncule vert, jaunissait légere-
ment et cette évolution correspondait absmlument & celle des fleurs demeurées sur la plante.
I1 semblait exister une relation entre la "pctentialité” de la rhizogénise et 1'épanouisse-
ment des fleurons femelles ligulés, car si les racines ne se formaient que d'un seul cdté
de 1'extrémité du pédoncule, seuls les fleurons situés du m8me cdté dans le bouten se déga-
geaient des bractées etsépanouissaient. De méme, les premiers fleurons qui se dégageaient
des boutens étaient ceux qui é€taient situés du m8me cB8té que les premiéres racines formées,
Ce phénoméne n'a pas été observé par la suite dans les autres expériences, notamment lorsque
jtai ajouté des substances de croissance au milieu de culture, Cette hétérogénéité était
peut 8tre due & une distribution anormale de l'auxine endogeéne.

En général, la floraison s'est déroulée de la manidre suivante : 1l'écartement des
bractées a coumencé vers le Téme jour de culture, les pétales jaunes étaient visibles au
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centre du bouton mais restaient arqués. La sortie des premiers fleurons ligulés a eu lieu
vers les 9éme et 10&me jours, et ils étaien?’ presque tous dégagés et commengaient & se re-
dresser le 1lléme jour. Leur épanouissement a eu lieu vers les 13&me et 14&me jours.

Ainsi que dans l'expérience précédente, le développement de la fleur ne s'est pas
déroulé complétement comme sur la plante entidre; 1'épanouissement n'a été complet sur au-
cun milieu, Dans les cas les plus favorables (100, 120 %, de saccharose), les fleurons 1li-
gulés femelles des premiéres rangées extérieures se sont dégagés des bractées et se sont
épanouis normalement. Mais le développement des fleurs s'est ensuite arr8té vers 1t!inté~
rieur du capitule ol les autres fleurens femelles n'ont pu former qu'une corolle courte,
arquée ou contournée. Quelques fleurs hermaphrodites arrivaient & se développer (les plus
extérieures) mais en allant vers le centre du réceptacle, on remarquait que 1l'évolution
des primordiza floraux s'était arrétée trés t8t. Les ébauches florales du centre du capi-
tule sont mortes scuvent aprés deux & trois mois de culture (bouton creux).

La photographie de la Planche X (expérience précédente milieu F 30 et F 80) et
les dessins de la Planche III qui représentent le bouton le plus développé et le mieux
fleuri de chaque traitement, traduisent mal cet état de déficience au sein des capitules,
La. forme générale du capitule elle-m@me est quelque peu différente de celle des fleurs
restées sur la plante parce que les fleurons ligulés extérieurs ent 4dfl se développer verti-
calement, dans 1'axe du tube de culture.

TABLEAU XX
DEVELOPPEMENT DE BOUTCNS FLORAUX IE CHRYSANTHEME VARIETE

"SOUVENIR DE GEORGES P ACHOU™ EN FONCTION DE LA CONCENTRATION
DU MILIEU NUTRITIF EN SACCHAROSE (APRES 12 JOURS DE CULTURE)

Concentrations

{ Qbservations o 20 i 40 60 ' 80 i 100 | 120 : 140 | 160 . 180 ; 200 !
I R A O B | S
Diamétre moyen des i T .7 7,5 8 i 8 1845 9 + 9 8,5 7,5 | 7T z
boutons floraux morts ¢ : : 1
i (en mm) bruns f ; 5 !
isemenﬁ ! g 1 i |
Pourcentage moyen de , i } ; !
boutons épanouis 0 0 '3 j12,5] 44 66 45 160 ‘39 |15 6
i . : H H
" | .
Nombre de fleurs épa~-! ? i | = i ?
nouies par bouton 0 0 8 12 ' 10 16 19 14 314 2 i3
b ! ) i | ! '
Longueur des fleurs | ] ; : | i 5 ‘
(en mm) L0 0 30 28 | 31 |19 21 |19 115 pas d'$panouis-
! ! ! sement ou péta-
Réversion aprés 65j , % I | | les effilés
de culture (appau~ ? ; N { courts
' vrissement des mi- 50% i 1% 1 ' ; i
i 1ieu.x) ! . ? | 3 f
: . ‘ % 3 f { 1 '» i




I1 n'y a pas eu d!'épanouissement (Tableau XX) ni méme un début d'écartement des
bractées chez les boutons restds en survie sur les milieux Témoin et 20 /%, de saccharose et
il n'y a eu qu'un quart environ des boutens restés en survie sur le milieu 40 %,, qui ont
fleuri (floraison irrégulidre). Si 1l'on compte comme fleuris les boutons qui ont manifestd
méme un début de floraisen (ecartement des bractees) an en arrive & estimer que la concen-
tration 60 %, a provoqué 45 %, de floraison. &n rc“lltc, le pourcentage de boutnns épanouis,
clest-a~dire ayant au moins quelques fleurcns femelles développés et dégagés du capitule,
était plus faible : 12,5 %. Chez beaucoup de boutons, en effet, les bractées ont commencéd
4 stentr'ouvrir montrant les pétales jaunes & 1l'intérieur, mais le processus stest arrété
la.

Le maximum de boutons épanocuis et de fleurons ligulés normalement développés, a
ét4 observé pour des concentrations en saccharose de 80 & 140 %, (44 & 66 % aprés 12 jours
de culuure)

Dans les concentrations de 180 et 200 %,, les sépales se sont dcartés, mais les
fleurons ne sont pas sortis. Avec 200 /J, quelques boutons écartaient leurs sépales et leurs
fleurons se redressaient, mais ils sont restés courts (max1mum 11 mm)‘et filiformes. L'al-
longement des pétales a été maximum pour les concentrations 60 & 120 %, nu leur longueur
maximum variait (non significativement) de 21 4 31 mm , tandis qui'ils n'atteignaient que
9 & 11 mm pour les concentrations 200 et 180 %,.

Comme dans 1l!'expérience précédente relative & la comoaraison des sclutions nutri-
tives d'éléments minéraux, des réversions florales sont apparues chez 50 % des boutons fleu-
ris sur le milieu 60 %,, & partlr du 20&me jour de culture (Planche III, fig. 12) et chez
19 7 des boutons du milieu & 80 %, de saccharose vers le 65eme jour. Les réversions semblent
donc se produire & la suite d'un appauvrissement en sucre du milieu de culture, car ici
encore le pourcentage était dl'autant plus élevé et le délai de 1'apparition d'autant plus
court, qu'il y avait moins de sucre au départ dans le milieu de culture.

Chez les boutons sans pédoncule, le déroulement de la floraisen a été identique,
mais le nombre de fleurens épanocuis a été un peu plus important que chez les boutons munis
de leur pedoncule (Planche III, fig. 13, 14 et 15) pour les concentrations supérieures a
140 ﬁo. A 160 % ﬂo, il y a eu en moyenne 8 grandes fleurs femelles épanouies normales et 17
fleurs femellcs épanouies plus courtes et recourbées par bouton; et pour 180 %O, certains
boutons ont épanoui jusqu'i 47 fleurs femelles ligulées (28 normales & corolle courte et
19 anormales, courtes et recourbdes).

fn résumé :
- le brunissement des boutons cesse pour des concentrations supérieures a 40 %, .
o = Q

- La concentration qui donne l'allongement maximum du pédoncule dans le minimum
de temps, est 80 %,, mais les concentrations 60 & 140 %, donnent également de bons résultats.

-~ Un cal s'est formé & 1'extrémité des pédoncules dans toutes les concentrations
(maximum pour 20 et 40 %O de saccharose).

-~ La production de racines ne s'effectue que pour les concentrations supérieures
ou égales a 49 % et commence au moment de la libération des premidires fleurs.
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- L'optimum d'épanouissement des fleurons e-t légérement déplacé par rapport a
celui de 1'allongement des pédoncules, il cecincide avec le maximum d'augmentation du Aia~-
metre des capitules, c'est-a-~dire pour les concentrations 100 et 140 jo,. Les concentrations
0, 20 et 40 % ont développé & la fois peu ou pas de racines et peu ou pas de fleurs (ligu-
1ées). Tandis qu'a 1'autre extrémité de 1a gamme, les concentrations 180 et 200 %, ont pro-
voqué un ralzntissement du développement et de 1!'épanouissement des fleurs et ont inhibé 1'2]
longement des racines et des pétales.

—~ Lo présence de racines favorise 1'évanouissement des fleurons.

] - Wnfin, 50 % des boutons fleuris sur le milieu 60 %. et 19 % sur le milieu
80 %, ont produit des réversions florales, sans doute dues & un appauvrissement du milieu
en sucre,

On peut donc estimer que les concentrations 80 % 160 %, de saccharose ont sti-
mulé le développement "floral".

b. Le Glucose.,

Ltexpérience comprenait un Témoin et 12 concentraticns en sucre : 0, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 et 250 %, .

Résultats (Planche IV).
1. Brunissement.

On aurait pu penser que ce sucre rendant le milieu plus réducteur empBcherait
1lt'oxydation des tanins des pédoncules et Jes boutons, et serait, de ce fait, plus efficace
que le saccharose contre le brunissement. Or, le brunissement a été dans les expériences
réalisées, plus important dans 1l'ensemble qu'avec le saccharose.

Le tableau XXI réunit les pourcentages de boutons avec le pédoncule entierement
ou partiellement brun et de boutons entidrement bruns et morts au 1l7&me jour.

Comparativement au saccharose, le brunissement a été plus lent et moins important
pour les faibles concentrations 20 & 40 %,, mais il n'a été annulé dans aucun traitement.
Dans le milieu sans glucose (Témoin), au bout du 4eme jour, 83 % des boutons étaient bruns
ou partiellement bruns et 67 % étaient morts au 7¢me jour. Les boutons demeurés verts ont
arr8té leur croissance entre les 3éme et 4&me jours.

Dans les concentrations 40 & 140 %,, tous les boutons étaient encore verts au
2eme jour, tandis que pour les concentrations supérieures, il y avait déja le m@me pourcen=-
tage de boutons bruns ou partiellement bruns, que dans le milieu sans glucose et & 250 %,

tous les boutons étaient déjia morts.



TABLEAU XXI

BRUNISSEMENT DES BOUTONS AU 17&me JOUR DE CULTURE EN PRESENCE DE GLUCOSE

Concentrations en glucose %o

ey«
L.

o |20 140 {6 |8 :100; 120! 140 | 160 | 180 | 200 | 250 |

Pédoncules
bruns 16,6 16,6 0 o | o 0 | 33,3 © 0 0 0 0

Boutons entie- , !
rement bruns | i
(morts) 66,6| 16,6! 17 17 {17 ¢ 67 | 33,3 83,3| 83,3 87 { 100 100
a
6
!
|

Pourcentage to
tal de boutons
{partiellement oy
pntiérement 83,21 33,2, 17 17 117 67 66,6
bruns :

{ H V
i ' N .

83,3 83,3| 87 100 100

B

i

Le pourcentage souligné dans la concentration 120 jo, est celui de pédoncules dont l'ex-;
trémité seulement était brune. !

i
t {
! i

2. Croissance.

L'allongement maximum des pédoncules a été observé aux concentrations 20 et
40 %o+ I1 diminuait ensuite graduellement jusqu'i la concentration 200 Toos

Ltaugmentation maximum du diametre des boutons fut légérement décalée vers les
fortes concentrations (60 & 80 %,) par rapport & 1'optimum d'allongement des pédoncules,
comme pour le saccharose,

3. Formation du cal et rhizogénise.

La prolifération cellulaire de 1'extrémité des pédoncules a été aussi précoce qu'a-
vec le saccharose et débuteit au 3éme jour de culture dans la concentration 20 %,, sur les
deux tiers des boutons vivants. Entre 40 et &0 %O, elle apparaissait seulement du 7éme au
O¢me jour, et tous les pédoncules des boutons Staient tumorisés au 17&me jour. A 120 %,,
quelques petits cals éta.ent visibles & partir du 9eme jour, mais & 140 %,., il a fallu at-
tendre le 14&me jour. Dans les concentrations supérieures (160 & 250 %o), le cal ne slest
pas formé.

Chez la plupart des boutons, le renflement n'était pas localisé i 1'extrémité du
pédoncule comme avec le saccharose, mais il y avait une augmentation progressive du diamétre
du sommet & la base., A 40 %,, deux boutons avaient ainsi un pédoncule tronconique allongé,

y surface granuleuse (Planche IV, fig. 2 g)e Parfois, 1ltaugmentation de diamdire était uni-
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forme dtune extrémité & 1'autre (Planche IV, fig. 3g).

La rhizogéntse a été tris irrégulidre, il y a eu peu de racines formées, celles-—
ci sont apparues trés tardivement du 12tme au l4eme jour, et seulement dans les concentra-
tions 60 et 80 % (50 et 40 %), Jlai compté au 17&éme jour : 2 racines par bouton’(longueur
maximum 8,5 R mu) & 605 %. et 5,5 racines par bouton (longueur maximum 15 mm) & 80 70, de glu-
COSE. Dans une autre expérience, il n'y a eu de formation de racines qu'd la concentratlon
80 ﬁo (8 boutons sur 12, soit 66,6 %).

4, Floraison.

La floraisecn a été moins importante qutavec 1o saccharose. Sans glucose, les quel-—
ques boutons qui ont pu survivre ne se sont pas épanouis.

L'écartement des sépales a commencé comme avec le saccharose, au Téme jour de cul-
ture, dans les concentrations 60 et 80 %.. Tandis que cet écartement n!'était observé que
du 12éme au l4&me jour avec les concentrations infér.eures : 20 et 40 jo,, et le déroulement
de la floraison a été ainsi plus lent et décalé de 6 & 7 jours par rapport aux deux concen-—
trations précitées.

Le maximum d'épanouisgements a été observé & la concentration 60 %, (100 % des
boutons restés en survie, au 172me jour) . Aux concentrations voisines, les boutons épanouis
étaient presque aussi nombreux (81 & 100 % des boutcns restés en survie), mais il y a eu
ensuite une diminution rapide des épanouissements, & 120 %, il n'y avait plus que 48 % des
boutons en survie d'épanouis. Puls, il n'y a eu aucun epanoulssement 3 140 % 7. de glucose
et au-deldy; excepté cependant i 180 %, ol dans une expérience il y a eu deux boutons sur
quatre restés en survie qui ont écarté leurs sépales au l4éme jour seulement, et dégagé
quelques pétales au 1l7eme jour de culture. Le développement des fleurons femelles a été ra-
rement complet, Ainsi, beaucoup de fleurons sont restéds petits et recourbés vers le centre
du capitule, Ceux qui ont réussi a se dégager ont formé une corolle trés courte. Le pour-
centage de fleurons qui, par bouton, se sont ainsi dégagés des bractées, ont amorcé leur
re@gessement ou se sont épanouis, était trés faible : 10,6 & 20 %,, 13 & 40 %, 27 &

60 %0

Dans les cas les plus favorables, quelques fleurons hermaphrodites se sont déve-
loppés, mais en général, comme pour le saccharose, les ébauches florales ont peu évolué au
centre du capitule. J'ai constaté chez certains boutons, notamment & 40 %, aprés le re-
dressement des premiers fleurons ligulés, qu'une cicatrice s'était formée eu milieu du ré-

ceptacle, Parfois, le réceptacle était devenu plus volumineux, trés bombé, presque sphérique,

Dens la majorité des cas, les fleurons & potentialité hermaphrodite sont morts au cours du
premier mois de culture.

J'ai observé, comme pour le sacchqrose, quelques réversions de fleurs ligulées
2 boutons sur 12 pour la concentration 40 %, et 4 boutons sur 12 pour la concentration
60 %,, au 22tme jour de culture,

Autre détail curieux, les fleurs ligulées étaient de couleur verte & la concen-
tration 20 %,; certaines fleurs avaient l‘extremlte blanche. Entre 40 et 80 ﬁ la colora-
tion était normale (Jaune), mais & partir de 100 ﬁo, la coloration devenait plus foncée
(jaune orangé).
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En ré sumé : le glucose n'‘emp8che pas le brunissement, bien qu'il rende le
milieu plus réducteur et donne & égale quantité, une pression csmotique deux fois plus for-
te que le saccharose. Les concentrations opfima pour la fleraison sont inférieures & celles
du saccharnse 60 %, (au lieu de 100 & 120 %o) bien que les concentrations voisines : 40 &
80 %, donnent également de bons résultats. La tolérance est moins grande et en dehors de
ces limites, le glucose devient néfaste et perturbe notamment la rhizogéndse et la florai-
sen. En ce qui concerne la floraison, ces perturbations scnt : le verdissement des fleurs
(20 r26)y la réversion et la tuméfaction du centre du réceptacle (40 %O), 1'inhibition de
1'épancuissement.

c. le fructose (Planche IV).

Ce sucre a le mBme poids moléculaire que le glucose vu précédemment, c'est dire
que la pression osmotique des milieux de culture était la méme aux m8@mes concentrations. Ce-
pendant, je n'ai pas cru bon d'expérimenter la concentration 250 %, qui n'a donné aucun ré-
sultat avec le glucose.

Résultats.

1. Brunissement.

Le brunissement (Tableau XXII) était beaucoup moins important qu'avec le glucose
et proche de celui obtenu avec le saccharose. Les boutons dans le milieu sans fructose ont
commencé & brunir d&s les premiers jours; au 9eme jour, 83 % d'entre eux étaient bruns ou
partiellement bruns (pedoncule) Au 12&me jour, les 100 % étaient atteints. Le brunissement
débutait aussi trés t8t dans la concentration 20 % mais se stabilisait par la suite dés 1le
Se¢me jour, Il n'y a eu de brunissement ensuite pour les concentrations 40 & 80 ﬁo. Cependant
dans une autre expérience, pour une cause indéterminée, il s'est présenté de 18 & 33 % de
brunissement des le 2&me jour pour ces dernidres concentrations,

A 10070o et jusquta 200 %,, le taux de brunissement a été variable, mais toujours
voisin de 83 & 100 %, .

2. Croissance (Graphique XII).

Avec le fructose, 1tallongement des pédoncules (G Graphique XII, flg. 1 et 2) est
souvent supérieur & celui obtenu avec du saccharose. L'optimum se trouvalt 4 20 %, ol les pé-
doncules doublaient ou triplaient leur longueur 1n1t1ale. A 40 et 60 %,, il y avait encore
une nette stimulation de la croissance, tandis qu'a 80 et 100 % %o, l'allongement n'était que
de la moitié de la longueur initiale, Lefructese a provoqué une inhibition de la croissance
au~deld de 20 %,,d'autant plus forte que la concentration était élevée (Graphique XII &
droite, tailles & 20 j. en grisé).

Ltaugmentation du diamdtre du capitule fut 1légerement plus importante qu! avec le

saccharose et le glucose; l'optimum s'étalait sur trois coancentrations : 20, 40 et 60 %,
(Graphlque XII, & droite diametre & 20 j. partie grisée + partie non grlsees
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TABLSEAU XXII

BRUNISSEMENT DES BOUTONS EE PRuSENCE DE FRUCTOSE
AU 17&me JOUR DE CULTURE

140 | 160 : 180 ' 200

i

20 40 |60 . 80! 100! 120

Pourcentage de
pédoncules bruns 0 0

i
|
|
16,6 ! 83 0 0
|
Pourcentage de bou- ;

tons entiérement 100 33

0i6613 | o | 100} 100 ; 83
pruns (morts) : f

Pourcentage total
de boutons par- 100 3%
tiellement ou entid-
rement bruns

83 | 100 | 100 | 99,6

‘-,.__
O
O
-
O
~
O
-
(o))

3. Formation du cal et rhizogéndse (Planche IV),

I1 y a ev tres peu de boutons dont la prolifération cellulaire était localisée &
1textrémité du pédoncule. J'ai quelquefois observé aussi un début de digitation du cal
(Planche IV, fig. 10, 11, 16 et 17) comme dans l'expérience sur les £.éments minéraux (mi-
lieu K 30). En général, l'augmentation du diamdtre était étendue & toute la longueur du pé-
doncule dont la surface prenait un aspect granuleux. Dans les concentrations 20 & 60 %., le
diametre était malgré tout plus important & la base qu'au sommet, de sorte que le pédoncule
avait une forme tronconique (Planche v, fig. 3, 4, 5).

la rhizogénese 3 é4é en général peu active. Dans les concentrations optima 60 &
100 %o, les premieres racines sont apparues au bout du l4éme jour et au 28sme jour, il n'y
availt que 50 % de boutons racinés. Les racines étaient le plus souvent trés ccurtes, soit en
moyenne 3,5 & 10 mm.

4. Floraison (Planche IV).

Dans 1'ensemble, la floraisen obtenue avec le fructese était meilleure qu'avec le
glucose et se rapproche de celle observée en présence du saccharose, mais elle fut plus tar-
dive. Elle a débuté par 1'écartement des bractées au l6dme jour dans les concentrations
100 %, et 120 %, au niveau desquelles se situe 1'optimum d'action du fructose sur la flo-
rairon. Le tableau XXIITI montre en effet au 28tme jour de culture, que de part et dtautre
de ces deux concentrations, le nombre de boutens épanouis est moins importanty il est nul

de O & 40 /5, et tombe & un tiers environ du nombre total de boutons en survie chez les au~
tres concentrations
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TABLEAU XXITII

NOMBRE DE BOUTONS EPANOUIS

100 120 140

:
|
+

160 i 180 ' 200

Nombre de boutons

|

| .
épanouis sur 12 i 0 ’

l

l

6" 8

40 7 2

33§ 58,3 50 66 1 33| 33

! Pourcentage

o

La floraison des boutens & la concentration 60 %, rappelle celle obtenue avec les
concentrations 80 & 120 %, de saccharose, par le fait que ce sont les fleurons ligulés de
ltextérieur du capitule qui se dégagent les premiers.

Au~-dessus de 80 %,, la floraison en présence de fructese avait un aspect parti-
culier caractérisé par un ralentissement du développement des fleurons ligulés femelles au
profit d'un certain nombre de fleurons hermaphrodites. Le dégagement des fleurons ligulés
et leur redressement s'effectuaient apres, ou simultanément avec 1l'apparition des fleurons
du centre du capitule. Chez de nombreux boutons, la floraison ne débutait pas par 1l'écarte-
ment d'une ou deux bractées extérieures et le dégagement des fleurons ligulés. Les bractées
stécartaient ensemble, et comme les fleurons femelles n'avaient pas eu le temps de se déve-
lopper, on pouvailt apercevoir les fleurons hermaphrodites au centre du capitule. Quelques
fleurons hermaphrodites se développaient et se coloraient en jaune, puis les fleurons fe-
melles ligulés périphériques se redressaient avec ensemble.

Un autre effet particulier au fructose réside en ce gu'il provoquait une intensi-
fication de la couleur des bractées et du pédoncule qui, de vert jaunftre au départ, deve-
naient gert tres foned,” surtout aux concentrations 20 & 60 %, au 19%me jour (bractées et pé-
doncule).

Dans les concentrations inférieures & 80 %o qui permettaient un déroulement pres-
que normal de la floraiscn, c'est-a~dire 1l'épanouissement des fleurons femelles avant celui
des fleurons hermaphrodites, les pétales 1ligulés ressemblaient & ceux des boutens cultivés
en)présence de saccharose, mais ils étaient en général plus courts et plus larges (Planche
iv).

Pour les concentrations supérieures & 120 %. de fructose, ils étaient en général
déformés ou courts ou fripés.

En ré sumé : [n présence de fructose, le brunissement fut retardé ou 1lége-
rement diminué avec des concentrations de 20 & 80 %.. L'optimum pour la croissance du pé-
doncule était situé & 20 %, mais s'étendait de 40 & 60 %, pour l'accroissement du diamétre
des boutons. La prolifération cellulaire n!'était en général pas localisée (cal.). Elle in-
téressait l'ensemble du pédoncule qui prenait une forme tronconique & surface granuleuse.
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De m8me, la rhizogéncse faible était trés tardive. L!'optimum de concentration pour la flo-
raison était trés différent de 1'optimum nécessaire & la croissance et se situait & 80, 100
et 120 %,. Cependant, des 120 yo,, des défcrmations de pétales étaient observées.

@énfin, le fructose a provoqué un verdissement marqué des bractées et du pédoncule,
peut-8tre dfi 4 une augmentation de la teneur en chlorophylle.

d. Conclusions sur l'effet des sucres.,

Les sucres réducteurs : glucose et fructose, ne peuvent emplcher le brunissement.
Ils sont mal supportés par les boutons et provoquent un développement "végétatif", augmenta-
tion générale du diamdtre du pédencule (tumorisation géndéralisée). Sous 1'influence du glu-
cose, les pétales verdissent et le fructose intensifie la coloration verte des bractées et
des pédoncules. Au~-dessus de 40 %,, ils deviennent rapidement inhibiteurs de la croissance

et de la floraison. Le fructose permet une floraison équivalente & celle du saccharose,
mais les fleurons sont en général plus courts.

Seul le saccharose a pu emp@cher tout & fait le brunissement des boutons floraux
(oxydation des composés phénoliques ?) & des concentrations supérieures & 60 %,+ Les sucres
réducteurs : glucose et fructose sont moins efficaces.

Le saccharose est bien supporté par les boutons fleraux et pour des concentrations
allant de 60 & 160 %,. Les concentrations faibles 20 & 60 %, ont stimulé le développement
des parties végétatives du bouton, tandis que 180 & 200 %, inhibaient la croissance des pé-
doncules et la floraison.

Les concentrations en saccharose qui donment les meilleurs résultats pour la flo-
raison vont de 80 & 140 %.. J'ai adopté la concentration 80 %, pour le milieu de base, car
elle est situde légérement au-dessous de 1'optimum pour la floraison (100 & 120 %).

En régle générale, les connentrations de glucose, de fructose ou de saccharnse les
plus favorables & la floraisen des boutons en culture "in vitro™ n'ont pas permis un déve-
loppement complet £-rparable & celui des capitules restés sur la plante; la floraison n'a
été que partielle et seuls les fleurons les plus périphériques qui avaient déja atteint un
certain stade de développement (formation de ltovaire) ont pu poursuivre leur évolution et s!
épanouir. Au centre du réceptacle, les fleurons hermaphrodites ont rarement atteint le stade
de ltanthese; en général, les ébauches florales sont restées au stade ol elles étaient par-
venues au moment du prélévement du bouton; elles sont mortes souvent aprés un ou deux mois

de culture et parfois le coeur du réceptacle s'est cicatrisé & leur place nu s'est tumoriseé
(ebservations dans une expérience avec le fructose).
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B. ELEMENTS #ICROTROPHIQUES (SUBSTANCES DE CROISSANCE).

Parmi les éléments qui agissent & de faibles doses, j'ai choisi d'étudier ceux
qui agissent en général sur la croissance et les divisions cellulaires, en les stimulant
ou en les inhibant selon leur nature et leur cuncen*ration.

Ces substances ont été ajoutées au milieu de base renfermant 80 %, de saccharose,
seules ou en mélange. Ce sont :

I - L'acide ¥ indolyl-acétique (AIA)
II - L'acide X naphtyl-acétique (ANA)
III - Ltacide 2,4—dichlorophénexyacétique (2,4 D)
IV -~ L'acide glbberelllque ou gibbérelline A (GA)
V - Ltacide 2, 3, 5-triiodebenzoIque (ATIB)
VI - Ia klnetlne ou 6-furfurylaminopurine (x)
VII - La kinétine + l'acide,jindolyl-acétique (K + AIA)
VIII - L'acide gibbérellique + la kinétine (GA + K).

A
I. ACIDE.” INDOLYL-ACETIQUE (ATA).

Rappelons que les auxines, notamment 1'ATA, inhibent la mise & fleur des plaates
de jours courts (AUDUS, 401 - BONNER et THURLOW, 402 - BONNER et BANDURSKI, 403 - HAMVER
et NANDA, 408 — RAGHAVAN, 137, etc), bien que selon MARRE (413) elles participent malgré
tout & la régulation de la migration des sucres dans la fleur. Elles peuvent agir sur 1l'ex-
pression du sexe des fleurs (concombre, GALUN et coll. 84, 85 - chanvre, HESLOP-HARAISON,
409). En culture "in vitro", nous avens vu dans 1'Historique que 1'AIA stimule la croissance
des ovaires (NITSCH, 118, 119), mais emp8che la néoformation des fleurs de Tabac (AGHION-
PRAT, 62) ou d'endive (PAULET, 129).

Le dispesitif expérimental comprenait : un Témoin (mllleu de base) et 6 traitements:
concentrations 10~8 (0,00001 g %.)et 10=1 (0,0001 g %,),10-6 (0,001 g %,), 10~2 (0,01 & %),
(0,1 g %o) et 102 (1 g Vi ). Chaque traitement cemportait 12 tubes de culture et il a
été fait deux répétitions les 10 et 12 novembre.

Résultats (Planches XI et XII).
Le maximum d'homogénéité des réponses & llauxine a été observé pour les plus for-
tes concentrations 10=6 & 10
1. Croissance.
L'examen du graphique XIII de 1l'accroisgement moyen de la longueur des pédoncules,
montre une action légérement stimulante par rapport au Témoin 4 la concentration 10-7, ce

qué traduit mieux le graphique des tailles moyennes au bout de 20 j. (grlse) et de 26 j. de
culture (blanc).
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Les concentrations 10 ~ et 10 5 ont provequée une légére inhibition de la crois-
sance encore plus accentude nour la concentration 107%. Ainsi que nous le verrons, cette in-
hioition de k'allongement du pédoncule est associde i une stimulation de la tumorisation.,

L'accroissement de diamttre du bouton (Graphique XIII) 2 été stimulé significa-
tivement nmur la concentration 10™° par rapport au Témoin sans auxine. Par contre, toutes
les concentrations supérieures n'ont pas donné dtaugmentation du diametre différent du Té-
moin jusqu'au 20tme Jjour de culture. L'augmentation spectaculaire du diametre des boutons
entre les 20 et 263me jours de culture pour la concentration 10-4 (partie de la courbe cor-
respondante en pointillés) ne correspondait pas en réalité i une activation de la flowaison,
mais & une tumorisation générale des organes floraux (bractées, pétales, ovaires, etc) pro-
voquée par llauxine,

2. Formatinn du cal, rhizogénese et caulogéneése.

Le renflement de 1'extrémité du pédoncule a commencé chez les boutens des concen-—
trations 10™2 et 10~% vers le Teme Jour de culture et presque tous les boutons avaient un
cal trés net au bout de 12 & 18 jours dans tous les traitements et le Témoin., Cependant,
chez les plus fortes concentrations, il est apparu vers le 12&¢me jour au-dessus du cal ter-
minal hapituel, des nodosités le long des stéles principales du pédoncule; la prolifération
cellulaire commengait donc 3 se généraliser (tumorisation).

Au bout de 40 jours de culture, la tumorisation était d'autant plus importante que
la concentration en auxine était plus élevée : chez les témoins (sans auxine), la proliféra-
tion cellulaire s'est limitée & la formation d'un cal arrondi ou plus ou moins comprimé ver-—
ticalement, ce gui lui donnait la forme d'un disque épais. Le cal du pédoncule dans les con-—
centrations 10° et 10~7 était identique & celui des Témoins (Planche XI, fig. 1 et 2). Ce-
pendant, du 35 au 40me jour, & la concentration 10=7, il est apparu des nodosités au-des-
sus de la tumeur terminale (cal) sur lesstdles du pédoncule (Planche XI, fig. 2). Ces nodo-
sités ont évolué ensuite de fagon irréguliére mais n'ont pas gagné la partie du pédoncule
développée hors de la gélose.,

Dins le milieu 10—6, la prolifération cellulaire s'est déroulée de la mBme maniere
que dans le milieu 10'7, le cal était de méme forme mais un peu plus gros. Cependant, le
long des stéles, les nodosités étaient plus petites et plus nombreuses, surtout prés de la
surfac§ de la gélose ol elles ont formé une masse plus ou moins volumineuse (Planche XI,
fig. 3).

Chez les boutons de la concentration 10—9, la tumorisation s'est généralisée du
cal & la surface de la gélose et ainsi la partie du pédoncule immergée avait une forme géné-
rale tronconique (Planche XI, fig. 4); cette partie entidrement tumorisée était de couleur
brun rougefitre caractéristigue.

Dans le milieu 10_4, le pédoncule des boutons, ainsi que je 1ltai dit plus haut,
s'est peu allongd. En revanche, il s'est entidrement et fortement tumorisé (méme sur les
quelques millim&tres développés hors de la gélose) et comme le phénomene s'est déclenché
en méme temps d'une extrémité & l'autre, la forme générale de la tumeur était celle d'un cy-
lindre court irrégulidrement bosselé. Comme dans la concentration 10~9, toute la région tu-
morisée était de couleur brun rouge.
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TABLEAU XXIV

FORMATION DU CAL, RHTZOGENESE ET FLORAISON DE BOUTONS FLORAUX
EN PRESENCE DYATA AU BOUT DE 40 JOURS DE CULTURE

i
: ! :

5 {Formation d'un cal & l'extrémité ; Rhizogénése Floraison !
i du pédoncule . ‘
| Concen- ¢ de bout, |Importan- | Forme % de bou- liombre de |/ de bou- |Nombre de
| trations ,avec un ‘ce du cal ; (2) itons ra- |racines i tons fleu ?pétales :
| en au~- ical i (1) ! cinés par bou- iris (3) ‘par bou- |
| ¥ine i | ! ton ! ! ton
! i . ! J ' )

! | |

o i ’

0 (Témoin1 81,8 24 cal loc. 18 9,0 54,5 i 16,2 |
1078 82,0 32 cal loc. 16,6 | 10,5 81,8 | 10,5
1077 ! 84,6 38 cal & nod.| 76,9 6,2 41,5 1 14 ;
o ! i
107 ! 21,6 36 gén. nod. 91,6 ;. 94,6 ! 25,0 ' 13 g
1072 | 100,0 40 gén. nod, 9,6 62,6 | 25,0 | ;
1074 100,01 42  gén. M4 25 22,2 1 4

: i . —

i
l) Evalué en nombre de croix (+) selon une échelle arbitraire qui tenait compte du di=m-
métre du cal et de 1'étendue et de 1'importance de la généralisation des proliféra-
tions cellulaires le long du pédoncule. ‘
i

2) cal., loc. = cal localisé, cal et nod. = cal terminal et quelques nodosités au-dessus
sur le pédoncule, gén, nod., = cal et nodesités sur la partie du pédoncule dans la gé-|
lose, gén., = tumorisation de tout le pédoncule. i

‘3) ont été comptés comme fleuris méme les boutons qui n'ont développé qu'un seul fleuron

Les premitres racines sont apparues vers le 18cme jour chez le Témoin (sans au-
xine) et chez les concentrations 1078 et 107 ot ssulement du 20eme au 28:me jours chez
les concentrations les plus fortes 107° a 104, Ia rhizogéniése dans ces deux groupes était
différente, les racines des boutons témoin, 108 et 10-7 étaient peu nomtreuses (Tableau
AXIV) grosses et longues de 30 & 40 mn au 40me jour de culture (Planche XI, fig. 1 et 2).
Tandis qu'a partir de 10, les racines étaient nombreuses, courtes (5 & 12 mm) et fines.
Chez les boutons des concentrations 10-6 et 1075, elles formaient une couronne juste au-
dessus de 1a tumeur de 1'extrémité du nédoncule (Planche XI, fiz. 3 et 4). Au contraire,

&4 la concentration 10’4, elles ont pris naissance de fagon irréguliére sur toute la partie
tumorisée du pédoncule immergée dans la gélose (Planche XII, fig. 1).

Le nombre de racines a été augmenté de facon spectaculaire et trés significative
4 partir de la concentration lO"6 (Tableau XXIV). Tandis que le mourcentage de boutons ra-
cinds a été augmenté sisnificativement & partir de la concentration 10~7, mais nous avons
vu qu'ls cette concentration, les racines (nombre et forme) étaient identiques & celles des
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boutons témoins.

On peut donc considérer que l'effet de 1l'auxine endogene slest exercé jusqu'a l=
concentration 10=7 et celle de 1'auxine du milieu (exogéne) 4 partir de la concentration
10-0, Enfin, ltauxine a provoqué chez 8,3 7% des boutons dans les concentrations 106 et
10'4, la néoformation de bourgeons sur la partie du pédoncule située en dehors de la gélose
(Planche XI, fig. 3, fldche). La croissance de ces bourgeons a2 été inhibée avec 10-4 d'au~
xine, mais avec 10'6, ils ont donné des rameaux qui sont restés végétatifs maleré les jours
courts appliqués aux cultures.

3. Floraison.

La fleraison des témoins s'est déroulée comme 2 1'habitude sur le milieu de base 3
les bractées ont commencé & s'écarter dés le Teéme jour et surtout vers le 12eme jour de cul-
ture, au moment de la formation du cal i 1'extrémité du védencule. L'épanouissement des fleu~

rons a eu lieu ensuite jusqulau 20&me jour.

Pour traduire l'effet de l'auxine sur la floraison (Tableau XXIV), jtai dl compter
comme épanouis méme les boutons qui w'avaient développé ou partiellement dégagé qu'un seul
fleuron. C'est la raison pour laguelle le pourcentage des boutons "fleuris" chez le témoin
est plus élevé que celui donné pour le milieu de base habituel. De cette maniére, on peut
constater que 1'effet dépressif de 1l'auxine stest fait sentir d&s la coucentration 10-7.
L'inhisition de la floraison a été ensuite proportionnelle & la concentration; les ébauches
florales n'ont pratiquement pas évolué et ont tumorisé parfois dans la concentration 1074,
Cet effet est visible également sur les photographies des Planches XI, fig. 1 & 4 et XII,
fig. 1 qui représentent les quatre boutons les mieux fleuris de chaque traitement; des pho-
tographies de 1'ensemble de l'expérience auraient €té moins spectaculaires.

— ’ ’ . Au P 3

@ r ésume : L'acide, 'indolyl-acétique a eu peu d'effet sur la croissance.
I1 a orovoqué une tumorisation des pédoncules a partir de la concentration 10‘6; 1'impor-
tance des tumeurs formées augmentait avec la teneur du milieu en auxiuse.

La provortion de boutons racinés a été augmentée des lO—7 dtauxine, mais 1l'in-
fluence de 1'hormone sur la rhizogénése proprement dite, n'était significative. qu*d partir
de 10~° (racines fines, nombreuses, en couronne). On peut donc considérer que la formation
des racines au-dessous de cette dernidre dose est due & 1'auxine endogdéne. Bn présence de
1070 3 10 d'auxine, des bourgeons végétatifs se sont formés sur les pédoncules; les ra-
meaux issus de ces bourgeons ntont pu 8tre mis & fleur en jours de 9 h.

Enfin, 1'acide /) indolyl-acétique a_exercé une agtion fortement inhibitrice sur
la floraison & partir de la concentration 10’7, ce qui confirme les résultats déja sbtenus
par d'autres auteurs.
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II. ACIDE ~{ NAPHTYL-ACETIQUE : (ANA).

Les doses u;ilisées étaient les suivantes

7 : 0 (Témoin), 1078 go,ooqo1 %o ) s
10~" (0,0001 %,), 107° (0,001 %,), 10> (0,01 %,), 104 (0,1 %,) et 10~

(l 9/00) .

Résultats

A quelques détails prés, les effets de 1'ANA ont été identiques & ceux de 1'AIA,

1. Croissance,
-

La croissance deg pédoncules a été stimulée dans les milieux avec ¢ lO‘_7 51070
d'auxine. Au-dessus de 107°, il y avait une inhibition proportionnelle & la .. .centration.
L'accroissement de la longueur initiale dans les premiers jours a permis de distinguer deux
modes de croissance. Chez les Témoins, sans auxine, au 7éme jour, la croissance était ac-
tive et starr8tait vers le lleme jour. Au contraire, tous les boutons cultivés en présence
d'auxine ont ralenti leur croissance ds le 6éme jour pour les concentrations 10—7 et 10-
et dés le 4eéme jour pour les 10™2 et 10~4. Tous les boutons sont morts & 10=5, Certains bou-
tons ont montré sous ll'effet de 1l'auxine un géotropisme positif; le pédoncule s'inclinait ou
se courbait, entrainant le bouton vers la surface du milieu (Planche V, fig. 5 a).

Le diam®tre des boutons n'a augmenté en moyenne que de 1,5 mm chez les Témoins et
les concentrations 1078, 10~7 et 10~6 et de 2 mm pour les concentrations 10=5 et 10~4. Cer-
tains boutons de cette dernidre concentration ont atteint 14 mm de diametre par suite de la
tumorisation des pigéces florales du capitule.

2. Pormation du cal et rhizogénése,

La formation d'un cal arrondi & 1l'extrémité du pédoncule des boutons sur le milieu
sans auxine a commencé du Téme au Rme jour de culture. En présence d'auxine & 10-7 et 10-6,
le renflement était visible d&s le 3&me jour chez 30 % des boutons et dds le 4éme jour,
chez 75 et 82 % des boutons des concentrations 10~2 et 10~% (Planche v, fig. 2 a et 3 a).
Le renflement de 1'extrémité (zal) était en général plus étendu le long du pédoncule
chez les boutons cultivés en présence d'auxine que chez les boutons témoins et la tumorisa-
tion se généralisait souvent & toute la partie du pédoncule plongeant dans la gélose de la
méme maniére qu'avec 1'AIA, Dans les premiers stades de cette généralisation, il se formait
comne un fin plissement transversal (Par rapport au grand axe) de 1'épiderme (concentration
10™°) (Planche V, fig. 4 a).

Les boutons Témoins ont formé en moyenne quatre ou cing racines, ceux des concen-
trations 10~8 et 10~ quatre, et ceux des concentrations 10-°, huit & dix aprés 12 jours de
culture., Pour 10-2 et 10‘4, il gest vroduit des déformations du pédoncule et des tumeurs plus
ou moins généralisées mais pas de racines. La production de racines a continué dans le trai-
tement 10™°,aprés deux mois de culture il y en avait 20 & 25 par bouton. Je n'ai pas observé
de néoformation de bourgeons végétatifs comme avec 1'AIA,
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3. Floraison,

Tes boutons témoing sans auxine ont fleuri normalement; & partir du 7éme jour, 8
3 12 fleurons ligulés ont réussi 3 se dégager du capitule. La floraison était identique vour
les concentrations 10~8 et 10~7 (7 & & fleurons par capitule), bien que pour cette derniére,
il y a eu un retard de trois & quatre jours. aAvec 10'6, 10~> et 10‘4, il n'y a pas eu de flo-
raison,

in rédsumé : Cette auxine inhibe donc comme 1'ATA la croissance et stimule
la tumorisation sour les concentrations égales ou supérieures & 106, flle provoque la rhi-
zogénése, surtout & la concentration 10-6 et inhibe la floraison pour les concentrations su-
périeures & 10-7.

III. ACIDE 2-4 DICHLOROPHENOXYACETIQUE (2-4 D).

les expériences ont porté sur des boutons avec ou sans pédoqcule et les traitements
comprenaient les concentrations suivantes ; 0 (Témoin), 10-7 20,0001 %y), 2.1077 (0,0002’$)),
5,107 (0,0005 %), 10=0 (0,001 %,), 2.10-6 (0,002 %), 5.10~6 (0,005 ) et 1075 (0,01 fig)

Résultats (Planche V).

Des la plus faible concentration utilisée, le 2-4 D a exercé une action stimulante
sur la tumorisation et la rhizogénése et une action dépressive sur la floraison comme 1'ATA
et 1'ANA.

1. Croissance,

Le 2-4 D a provoqué un allongement des pédoncules suoérieur & 1'ATA et & 1'AWA, vi-
sible des 12 premidre semaine de culture. L!optimum &tait atteint & 2.10-6 (Graphique XIV),
au-dessus de cette concentration, le 2.4.D devenait de plus en plus inhibiteur. Seules, les
concentrations 10~° et 2.10-® ont donné des allongements significativement différents du té-
moin. Les augmentations rapides de 1la longueur des pédoncules, survenues & partir du 1lOeme
jour chez les deux concentrations 10~0 et 2.10~6 précédaient puis bénéficiaient enzuite de

l'?uzmentation considérable du volume de la tumeur apparue & leur base (Planche vV, fig. 6 &
11),

I1 n'y a pas eu de diiférence sensible dans 1'accroissement du diamétre des boutons
munis de leurs pédoncules et il en était de m8me pour les boutons sans pédoncule pendant les
premiers 15 jours. Mais, chez ces derniers, j'ai observé ensuite une augmentation subite du
diametre, proportionnelle & la concentration en 2-4 D. La floraison ici n'était pas en cause,
il s'agissait d'une tuméfaction généralisée des organes floraux et en particulier des brac-
tées comme nous 1'avons observé avec les plus fortes concentrations en AIA et en AllA; des
racines (Planche V, fig. 15) sont apparues sur ces bractées tuméfides.
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2. Formation du cal et rhizogénese,

la formation du cal a commencé du 5eme au 7eme jour de culture dans les concentra-
tions 5.10~7 & 5.1072. 4u 10tme jour, au dessous de 10-6, le renflement de 1'extrémité du
pédoncule était arrondi et sa surface unie. A 2.10‘6, des le 8&me jour, les petites nodosi-
tés indiquant la formation d'autant de racines étaient réguliirement distribuées tout autour
du renflement (Planche v, fig. 3).

A 5.10—6 et au-dessus, le renflement était en général irrégulier aux Teme et
8eme jours; plus gros d'un cté que de ltautre, il obligeait l'extrémité du pédoncule & sc
couder légérement (Planche v, fig. 4).(J'ai rencontré galement cette malformation chez quel-
ques boutons de la concentration 2.107° (Planche V, fig. 6). Du 9%me au 1léme jour, la vro-
lifération cellulaire se générzlisait, de fagon irrégulidre, & toute la partie du pédnncule
immergée dans le milieu nutritif (Planche V, fig. 7 et 8). A cet endroit, le diametre aug-
mentait irréguli®rement et la partie tumorisée présentait de nombreuses nodosités de cou-
leur jaunftre, T1 n'a pas été possible de faire une distinction entre la tumorisation et la
rhizogénése comme avec 1'ATA et 1'ANA, parce que pour les pnlus faibles concentrations en
2,4 D utilisées, les deux phénom>nes étaient presque simultanés au cours des deux premieres
semaines de culture. Le dénombrement des boutons 4 pédoncules tumorisés ou racinés a donné
les résultats suivants dés le 1lldme jour (Tableau XXV).

TABL®EAU XXV

; ) Concentrations |
| | Ténoin ; 1077 1 2,107} 5,107 107® | 2,107 5.10‘6i 1077
? ‘ j i ' : ; | : ' !
t Nbre % de boutons ; ] i : | ! l ! '
| racinés ou tumorisés! 77 854, 91 ! 9 ' 100 | 100 ! 100 100
Nbre racines par i { ! | f , ! :
bouton | 4,2 1 17 15 11 ¢t 11 0 o ! 0
] ’
! N

; . | (tum.)% (tum.)é (tum.)

On peut prendre comme exemple, pour suivre 1'évolution de 1la tumorisation, les bou-
tons de 1la concentration 2.107°, car chez les autres concentrations, le phénomene était i-
dentique et d'autant plus rapide et amplifié que la teneur du milieu en 2.4 D était élevée :
le renflement noduleux irrésulier jaunftre du pédoncule augmentait de diamétre progressivement
tandis qu'un gros cal sphérique se formait & 1l'extrémité; 1l'ensemble cal et tuméfaction no-
duleuse prenait une forme générale conique irrésulidre (Planche V, fig. 9). Peu & peu, la tu-
morisation gagnait les portions du pédoncule situées au-dessous du niveau de la gélose pen-—
dant les deux premiers mois de culture. Le cal bient®t "s'organisait' chez la plupart des
boutons, je veux dire par 1a qu'il se formait des rangées verticales de nodosités, orientées
radialement par rapport &4 l'axe du pédoncule. Ces nodosités étaient si rapvrochées qu'elles
semblaient accolées les unes aux autres en des formations aplaties, sortes d'ailes courtes
qul rayonnaient verticalement & partir de la surface de la tumeur comme les aubes d'un petit
moulin (Planche V, fig. 10). A ce stade (60 ou 72%me jour), la partie tumorisée du pédoncule
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comprenait donc & 1'extrémité une grosse tumeur de 8 & 10 mm de diamétre, subsphérique et
ailée radialement, correspondant & la portion du pédoncule plongeant dans la gélose et au-
dessus, une tumorisation conique noduleuse qui allait en diminuant de diametre jusqu'a une
portion supérieure du pédoncule (non atteinte) situde immédiatement sous le bouton. & tra-
vers les nodosités de la tumeur principale, sont apparues de fines racines vers le 98:me
jour de culture (Planche V, fig. 11).

Avec 10-5 de 2.4.D, ce dernier stade éta%t atteint bien avant , vers le 50eme jour.
Lorsque la concentration du milieu dépassait 5.107°, il semblait s'établir un gradient dans
la migration du 2.4.D & 1'intérieur du pddoncule, notamment & la concentration 10—> lors-
qutune partie trop éloignée de la g2lose ne tumoris=it pas. la migration du 2.4.D du milieu
& travers les régions tumorisées s'effectuait sans doute difficilement, ce qui préservait les
régions encore saines. A cet endroit, l'atmosphére du tube favorisant le phénomeéne, des ra-
cines fines recouvertes de nombreux poils absorbants apparaissaient vers le 65&me jour. Or,
ces racines se développaient horizontalement et ce n'est qu'aprés avoir rencontré la paroi
du tube de culture qu'elles reprenaient leur géotropisme positif (Planche V, fig. 13 et 14).
Le mBme phénoméne (racines aériennes) s'est produit chez les concentrations 2.107° et
5.10-6, mais plus tardivement.

Dans certains cas, avec des concentrations plus fortes, et surtout lorsque le pé-
doncule était enfoncé profondément dans la gélose, la tumorisation gagnait le bouton et des
racines se formaient & la base des bractées. Celles-ci tentaient de rejoindre le milieu mais
leur extrémité tumorisait & son tour dts qu'elles entraient en contact avec la surface de
la gélose (Planche V, fig. 12). Je n'ai pas observé de néoformation de bourgeons vézdtatifs
sur le pédoncule comme avec 1'ATA.

Sur les boutons sans pédoncule, nous avons vu aussi que les concentrations égales
ou supérieures & 5.10~6 ont provoqué la tumorisation des bractées extérieures, surtout de
leur partie touchant la gélose et la formation de racines aériennes (Planche V, fig. 15).
Enfin, la floraison a été inhibée par le 2.4. D dss la plus faible concentration utilisée.

En résumé : Le 2.4, D a une actigité supérieure & 1'ATA et & 1'ANA, I1 sti-
mule légeérement la croissance du pédoncule i 2.107°, stimule la rhizogénése, mais surtout
la prolifération cellulaire des tissus du pédoncule qui tend 3 se généraliser (tumorisation).
T1 emp8che la floraison dés la concentration 10-7.

IV, L'ACIDE GIBBERELLIQUE OU GIBBERELLINE AB (Ga)

Rappelons que cette substance stimulatrice de la croissance provogue en général la
mise & fleur des plantes de jours longs (BRIAN, 264, 266 - CHOUARD ,269, 270 - LANG, 281,
etc.). Elle 1dve la dormance des drageons chez certaines variétés de chrysanthéme et peut
donc remplacer le traitement de vernalisation par le froid. Elle peut agir aussi chez les
chrysanthémes sur 1'induction florale et le développement des fleurons, selon 1l!époque du
?rai?ement et la concentration (voir la littdérature citée et en particulier CATHEY et STUART
268).

Des substances analogues & la gibbérelline ont été mises en évidence par HARADA
(272 & 279) chez le chrysanthdme (substance E) qui participeraient, selon cet auteur, i la
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biosynthése de 1'hormene hypothétique de floraison (florigene).

Le clbne de la variété Souvenir de Georges PuCHOU utilisé ici, qui n'a pas besoin
de vernalisaticn et qui est indifférent au photopériodisme, ne réagit & la gibbérelline que
par un allongement de ses tiges et un trés faible allongement de ses pédoncules floraux.

sn ce qul concerne les effets de cette hormone sur la fleraison "in vitro", nous
avons vu (Historique) que les avis sont partagés et que les rfactions dépendent surtout du
natériel végétal utilisé : si elle stimule la néoformation des fleurs sur les fragments de
racines d'endives vernalisées par exemple(PAULET, 129), en revanche elles inhibent celle des
fleurs sur des fragments de hampe de Tavac (AGHION-PRAT, 62) et de tige de Plumbago indica L.
(NITSCH et WITSCH, 117).

L'expérience comportait un Témoin (sans gibbérelline) et quatre traitements corres-
porndant aux quatre doses suivantes : 1077 (0,0001 %O) 107° (0,001 ¢ O) 10™2 (0,01 % %o) et
1074 (0,1 %,).

Résultats (Planche XII, fig. 3, 4, 5 et 6).

les effets orincipaux de cette hormone ont porté sur la croissance et sur la flo-
raison,

1. Croissance.

L'effet le plus spectaculaires est certainement celui exercé par ltacide giboé-
rellique sur la croissance du pédoncule des boutons, dis le 3&me jour de culture, ainsi que
le montre le gravhique XV et les vhotogravhies 3 & 6 de la Planche XII, Les accroissements
étaient significativement différents ds la concentration 10~7 ( Graghlque XV). Si 1l'on con-
sidére 1l'augmentation de longueur obtenue avec la concentration 10~/ par rapport au témoin,
on peut penser qu'une concentration plus faible =ncore (10‘8) aurait stimulé la croissance
de fagon significative,

Ia concentration 1077 était aberrante dans la présente expérience, mais restait
significativement différente des Témoins. Si 1ton en fait abstraction, on voit que 1l'allon-
gement des pédonoules a été proportionnel & la teneur du milieu en acide gibbérellioue. Dans
une autre expérience (Plancne XIT, fig. 3, 4 et 5) les boutons cultivés en présence de
105 de gibbérelline ent d'ailleurs eu un allongement important 37,3 mm, soit de 373 i et
pour la concentration 10"4, le pédoncule de certains boutons avait atteint 4 & 5 fois la
longueur initiale.

J'ai constaté enfin, ccmme sur les plantes entidres, un jaunissement du pédoncule
sous 1l'influence de 1'acide gibbérellique. C'est un caractere généralement attaché & 1l'action
de cette hormone sur les végétaux supérieurs (1%6, 141, 150, 153).

L'augmentation du diamétre des boutons a été inférieur aux Témoins pour les con-—

centrations 10~7 et 10=0; elle fut plus importante mais non significativement différente
pour la concentration 1074 par rapport aux Témoins (Graphique XV).
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2. Formation du cal et rhizogénése.

La formation du cal et des racines était diminuée de 45 & 60 % & la concentration
107" par rapport aux témoins. & 1072 et 1077, quelques boutons ont présenté un 1léger renfle-
ment blanchitre et & peine visible & 1l'extrémité et tris rarement des racines.
7~
Cependant, en fin de croissance, & la concentration lO_O, quelques boutons étant
morts sans stépanouir, 1l'extrémité du pédoncule léssrement renflée et encore vivante a brus-
quement augmenté de diamétre; la tumorisation intensifiée s'est traduite par un foisonnement

de cellules blanchitres (Planche £II, fig. 6).

2. Floraisone.

L'épanouissement des boutons n'est pas sensiblement influencé par 1l'acide gibbé-
rellique. Le début de 1l'écartement des bractées pour les deux plus fortes concentrations
a 4té 1légérement retardé (102me jour au lieu des Téme et Btme jours) par rapport aux 16—
rmoins, mais 1'épanouissement des fleurons ligulés a été 1légdrement stimulé ensuite.

Le nombre des fleurons ligulés épanouis au 17&me jour a été ident%que et non si-
enificativement différent entre le traitement 10~7 et les témoins. hvec 107° et 1072, il y
a eu une stimulation de la floraison et de nombreux fleurons ont pu s'épanouir.

In résumé : L'acide =ibbérellique stimule la croissance des pédoncules
jusqu'a 300 & 400 % de la longueur initiale. Il emp8che la prolifération cellulaire du cal
et la rhizogénése dés la concentration 10=6, I1 favorise la floraison et stimule 1égzerement
la croissance des fleurons, bien qu'il n'agit pas sensiblement sur le diamétre du bouton
avant 1'épanouissement.

Enfin, je n'ai pas observé de réversion florale sous 1l'influence de lt'acide =zib-
bérellique tout au moins chez les boutons munis de leur pédoncule, comme BRULFERT chez le
mouron (71, 267), ni de modification dans l'expression des sexes comme ATAL (262) chez 1e
Chanvre, cu SAITO et ITO (4%4) chez le Concombre. Sur les boutons sans pédoncule, il y a eu
quelques réversions, mais je ne peux pas avancer que l'acide gibbérellique ait eu dans ce
cas une action spécifique. D'autres expériences seraient nécessaires.

L'acide gibbérellique agit donec sur la croissance des pédoncules plus qu'aucune

autre hormone. Il-diminue trés légdremert la tuméfaction et semble inhiber la rhizogéneése.
Enfin, il stimule 1légerement la floraison.

V. ACIDE 8-3-5 TRIIODOBENZOIQUE (ATIRB).

Cet inhibiteur de croissance présente les propriétés qtune antiauxine. Il est in-
téressant par le fait qu'il peut déclencher la mise & fleur chez certaines plantes (expé-
riences ZIMMiRMAN et HITCHCOOK, 423, sur de jeunes plantes de tomate, conc. 1,25 & 5 mg par
plante. kn ce qui concerne la floraison "in vitro", nous avons vu que les avis sont parta-
gés, sur des racines d'endive, elle la stimule pour HARGARA, RANCILLAC et BECK (110); elle
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n'a aucune action sEéWPAULET (129).

Jtai utilisé une gamme assez étendue de concentrations, afig de cougrir toutes les
possibilités de réactions des boutong de chrysanthéme 10"6, 2,5 10", 5.107°, 10‘5,

1,25 1072, 2,5 10-5, 5.10~2, 7,5 10~2, 104, 1,25 104 et 2.104 (soit 0,001 & 0,2 %,). Aux
concentrations les plus fortes, 1,5 1074 et 2.10'4, presque tous les boutons ont bruni et
sont morts. Il s'agit probablement de la limite de toxicité de cette substance pour les
boutons de chrysantheme.

Résultats.

1. Croissance.

La croissance du pédoncule des boutons était inversement proportionnelle & la con-
centration, ainsi que le montre le graphigque XVI, et il s'est produit chez de nombreux bou-
tons une arcure du pédoncule indiquant une perturbation dans la distribution des auxines
(Planche V, fig. 17, 18 et 19). Par contre, et bien que les différences entre les traite-
ments ne soient pas significatives, le diamétre de nombreux boutons a augmenté de fagon ap-
préciable pour les concentrations 1,25 102 & 1,25 10~4. Avec 1,25 1074 en particulier qui
se trouvait & la limite de la toxicité, le diamdtre du capitule augmentait de 46,3 % par rap-
port au témoin (Planche V, fig. 22). Mais le coefficient de variation était important et la
différence apportée par ce traitement peu significative.

2. Formation du cal et rhizogénése.

Nous avons vu que les boutons floraux sur le milieu de base sans auxine présentent
un cal & 1'extrémité de leur pédoncule, précédant 1'émission de racines. Avec 1'ATIB, j'ai
observé la disparition de cette prolifération cellulaire & partir de la concentration 5.107
et de la rhizogénése & partir de la concentration 2,5 107°,

3. Floraison.

La floraison en présence 4'ATIB a pris un aspect tout & fait particulier, J'ai dé-
ja décrit la floraison des boutons "in vitro" sur le milieu de base (Témoins). En présence
d*ATIB, 1'écartement des bractées du capitule vers le Téme jour était suivi comme chez les
Témoins, du dégagement des fleurons ligulés entre le 10&me et le lléme jour. Ces fleurons
se redressaient vers les l4éme et 17éme jours, mais restaient qrautant plus courts que la
concentration en AI'IB augmentait, de sorte que 1l'on pouvait apercevoir les fleurons herma~
phrodites du centre du capitule. Le méme processus a été observé jusqu'ia la concentration
5.10-> (Planche V, fig. 17 & 20). Au dessous de cette dose, 1'inhibition de la croissance
de la corolle des fleurons lizulés mise & part, la floraison semblait donc s'&tre déroulée

\

de fagon identique & celle des témoins.

A la concentration 7,5 lO_5 (Planche V, fig. 21) et au-deld, 1'écartement des brac
tées et le dégagement des fleurons ligulés ont été retardés de deux & trois jours. La co-
rolle ligulée des fleurons femelles ne s'est pas ensuite développée, de sorte que le capi-
tule ne semblait formé que de fleurs hermaphrodites.
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Cependant, 1'ATIB a stimulé la floraison des fleurons hermaphrodites situés le
plus & la périphérie du réceptacle, clest-a-dire le plus prés des fleurs ligulées. Malheu-~
recusement, cette stimulation n'a pas été régulitre et proportionnelle i la concentration.

A la concentration 1,25 10—4, 39 % des boutons sont morts. Mais ceux qui ont sub-
sisté (Planche V, fig. 22) ont évolué de la m@me manidre que ceux de la concentration
7,5 102 et de plus, ont augmenté de diamétre (46,3 % par rapport au Témoin), mais il y
avait de grandes variations et cette différence était statistiquement peu siinificative.
Ceci sans doute parce que la limite de toxicité du TIB était proche (1,5 10 ).

En ré& sumé s LY'ATIB inhibe les phénomenes qui sed: &t le plus 1liés & une
influence auxinique comme la croissance du pédoncule, la formation du cal et la rhizogénése.
I1 retarde légérement, sans l'emp@cher, 1'éclosion des boutons, A partir d'une certaine con-
centration (7,5 10‘5) il inhibe 1'épancuissement et le développement des fleurons femelles
ligulés et provogue une augmentation du diamétre du capitule et le développement des fleu-
rons hermaphrodites de la périphérie du réceptacle.

VI, KINETINE OU 6-FURFURYL-AMINO-PURINE (X).

Cette substance excitoformatrice a la propriété de stimuler la division cellu-
laire dans le parenchyme interne (moelle) des tiges de tabac (SKOOG et Coll. 450, 451, 452).
I1 est possible que des Kinétines naturelles ou phytokinines interviennent aussi dans la
formation du capitule. in effet, il se produit & ce moment 1la une intensification des divi-
sions cellulaires et une augmentation importante du oarenchyme interne qui occupe la majeure
partie du volume au sein du réceptacle (fig. 2, Planche VIII). De m#me, 1la faculté de forma-
tion du cal & 1'extrémité du pédoncule chez les boutons témoins, cal dont la forme n'est pas
sans rappeler souvent celle du bouton situé & l'autre extrémité, indique sans doute que le
caritule en voie de développement renferme ou peut biosynthétiser une quantité importante
d'auxine, mais aussi peut-8tre de phytokinines. Dans le but de déterminer les principaux
effets d'une élévation du taux de kinétine, j'ai cultivé des boutons floraux sur le mjlieu
de base seul (Témoin) ou additionné de kinétine, selon différentes concentrations 107
(0,0001 %,), 10~® (0,001 %,, 10~ (0,01 %,) et 104 (0,1 %,).

L'expérience a été effectuée & 1l'aide de boutons avec leur pédoncule et avec des
boutons sans pédoncule.

Résultats.

1. Croissance,

Lz kinétine a stimulé la croissance des pédoncules aux concentrations lO—7 et lO_6
(Graphique XVII) de fagon significative par rapport aux Témoins. Par contre, les concentra-
tions 102 et 104 é&taient nettement inhibitrices et provoquaient l'apparition d'une pigmen-
tation rouge sur la partie du pédoncule immergée dans le milieu.
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Ie diametre des boutons (Grapnlque XVIII) cualtivés sur le milieu 10 ¢, nta pas
asugmenté significativement par rapport aux Témoins, mais il y a eu une légdre stimulation
avec les trois autres concentrstions.

2., Formation du cal et rhizogénése.

A la concentration 10-7, la prolifération cellulaire de 1'extrdémité du pédoncule
a été sensiblement égale & celle des Témoins; 83 % des boutons avaient un cal le 20&me jour.
Elle n! a débuté que le 302me jour pour la concentratlon 107% ol il nt y a euen définitive
que 30 % des boutons qui ont formé un cal. ¥nfin, aux concentrations 10~ et 10‘4, il n'y &
pas eu de cal. A la limite de 1'inhibition (10‘65, les cals n'étaient pas aussi réguliers que
chez les Témoins et présentaient des excroissances et un trés faibvle développement.

Chez les boutons sans pédoncule (Planche XII, fig. 2), la suppression de ce der-
nier n'a pas été complete et les quelques dixilémes de millimdtres restants se sent allongés
et ont qgnné des racines chez les Témoins (& gauche) et une énorme tumeur dens la concentra-
tion 107° (& droite). Cette partie jeune du pédencule a donc des propriétés histogenes par-
ticulierement importantes.

La rhizosénése en présence de kinétine a été inhibée dans la méme proportion gue
la tumorisation, c'est-a-dire dés la concentration 10-°.

%+ Floraison,

Avec les doses les plus faibles (10—7 et 10_6), le déroulement de la floraison
stest effectué de fagon identique aux témoins. Le nombre de fleurons ligulés normaux épa-
nouis a été augmentd léecrement par la kinétine. Ainsi, au 20&me jour, il y a vait en
moyenne %5 fleurons épanocuis par bouton chez les témoins et 18 chez ceux de la concentra-
tion 1077, Mais la kinétine a augmente surtout la proportion de fleurons _anormaux & pétales
arqués, contournés et courts, & partir de la concentration 10“° et & 1072 et 104, 1la flo-
raison était tout & fait anormale. A la concentration 107 5, certains boutons ont commencé &
s'épanouir t8t, mais leurs fleurons sont restés de taille réduite et en général la plupart
ont eu de grandes difficultés & se dégager des bractées; leur développement a été trés lent.

A la concentration 10_4, 4 boutons sur 12 ont réussi a développer quelques fleurons
ligulés; res derniers présentaient une corolle courte vert jaunftre. En général, les fleurons
femelles scnt restés & 1'état juvénile dans le bouton, de sorte que lorsque, tardivement,
les bractées réussissaient & s'éecarter on pouvait apercevoir les fleurnns hermaphrodites et
les primordia floraux au centre du capitule. Les fleurs hermaphrodites les plus extérieures
sur le réceptacle se sant alors développées et leur style dépascait largement le aiveau de
1'extrémité des bractées. Il semble que ce développement tardif ait été stimulé par la kiné-
tine, mais ce qui est possible aussi, par l'absence de développement des fleurons ligulés,

On sait en effet, depuis les expériences de TEPFER et ses collaborateurs (160, 161, 162)
sur les fleurs d'Aquilegia et celles de ZANONI (172) sur le capitule des composées, qu'il
existe au sein des fleurs des corrélations de croissance; la suppression d'un organe peut
stimuler le développement d'un autre.

Cette stimulation a été encore plus nette chez les boutons qui refusaient encore
de s'épanouir aprés 23 jours de culture "in vitro", dans ce cas, les fleurons hermaphrodites
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en s'allongeant ont réussi & forcer un passagse au sommet du bouton, au centre des bracties
et 4 dégager leur style.

Enfin, sur le cal des boutons cultivés sur le milieu 10_7 (expérience du 20 jan-
vier 1961), il est apparu de oetits bourgeons floriféres aprés 100 et 114 jours de culture.
La photographie 4 de la Planche XIV montre un bouton observé le 14 mai et qui présente une
réversion florale (sortant du champ) due vraisemblablement & l'appauvrigssement du milieu en
sucre, et sur le cal du pédoncule deux amas de bourgeons floraux néeformés et qui rappellent
ceux obtenus par CHOU&RD et AGHION (75) sur des fragments de hampe florale de Tabac Wisconsi:
38,

En ré¢sumé : la kinétine utilisée seule se comporte comme un stimulant peu
énergique de la croissance du pédoncule et du diamétre du bouton awx faibles concentrations
(10=7 et 10~ ). Elle devient inhibitrice de la cr01ssance et de la floraison des fleurons
ligulés foamelles pour les concentrations 105 ot lO'“, mais 1l'inhibition du développement
des fleurons femelles a souvent pour conséquence un développement plus important des fleu-
rons hermaphrodites les nlus extérieurs sur le réceptacle.

Enfin, la kinétine & la plus faible concentration utilisée, a provoqué chez un
tiers environ des boutons, la néoformation de fleurs sur le cal du pédoncule.

VII. KINETINE ET ACIDE “INDOLYL-ACuTIQUE (K - ATA).

On sait que les effets de la kinétine sont en général exaltés par la présence
d'auxine (PATAU, DAS et SKO0OG, 447 - PILAT, 448, 449). Que se passera-t-il si nous sugmen-
tons a la fois la prooortion de klnetlne et d'auxine ? J'ai retenu ainsi, & titre de Témoin,
la concentration en kinétine 10‘0, concentration movenne qui n'est pas encore trop inhibi-
trice de 1'élonzation du pédoncule et qui n'asit pas sensiblement sur le déroulement de la
floraison, et jtai ajouté oour les divers "traitements" de 1l'expérience, de ltauxine a des
doses allant de 108, 107, 107° et 10-5 (soit 0,00001 & 0,01 %,).

Résultats,

1. Croissance.

La présence d'auxine a exalté la pigmeqtation rouge des pédoncules qui avait été
constatée avec la kinétine seule. Dons l'ex érience précédente, la kinétine ne provoquait
cette pigmentation que pour les fortes concentration 107 ~> ot 104, Ici, la pigmentation est
apparue dés le 6éme jour pour 106 de kinétine additiormée de 108 & 1072 d'AIA.

Lteffet inhibiteur de la kinétine sur 1'allongement du pddoncule a été également

renforcé par la présence de 1'AIA (Graphlque XIX) méme & la plus faible concentration (10“8)
les différences constatées étaient hautement significatives.
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De m8me (Graphique XX), il y a eu une légdre inhibition de 1'augmentation du dia-
métre du bouton par rapport au témoin pour les combinaisons (K 107 + ATA 107 et AI4 1077).
Par contre, un résultat intéressant est la stimulation de 1'accroissement du diamdtre des
eapitules ~vec les mélanges K 1070 + ATA 1070 et 10-5,

2. Formation du cal et rhizogénese.

La prolifération cellulaire a été retardpe d'une dizeine de jours pour tous les
traitements par rapport aux témeins (kinétine 10‘0) pour les combinaisons kinétine 107° et
ATA 10~8 2 1070, Mais les cals ont eu ensuite un déveloprement deux fois plus important que
chez les témoins avec kinétine seule.

La rhizogénése n'a pas été amélinrée par la présence d'AIlA; au 24eme jour, il n'y
avait pas de racines ni chez le témoin (kinétine seule), ni chez les mélanges kinétine +
ATA,

3. Floraison.

La floraison a été stimulée par la présence d'AIA jusqu'Z la concentration 10~
Avec 107 -8 ot 10~7 a! ATA, les pétales (fleurons femelles) étaient plus longs et plus larges
que ceux des boutons avec kinétine seule (Planche VI, fig. 2, 3 et 4). En présence du mélange
kinédtine + AIA 10‘6, la plupart des fleurnns femelles ont eu un développement anormal (ar—
cure de la corolle) (Planche VI, fisg. 5).

Les boutons ont écarté leurs bractées en m8me temps que les boutons avec kinétine
seule, mais les fleurons ligulés ne se sont pas dévelopnés, de sorte que tout le coeur du
réceptacle ainsi dégagé était visible (*). Ces boutons nnt eu au maximum 4 fleurons femelles
qui ont manifesté un 1éger développement, mais la croissance de la partie ligulée a été arré-
tée au 13eme jour et les pétales sont ainsi restés courts et filiformes. L'augmentation du
diamétre du bouton était la conséquence d'une augmentation du plateau du réceptacle et le
nombre des fleurons femelles et hermaphrodites n'a pas été ausmenté de fagon significative
par la présence d'AlA. Ia gbotngrapnle 7, Planche XII, represente un bouton sans pédoncule
du traitement kinétine 10~ + AIA 10> au début de 1'expérience & gauche, et en fin d'expé-
rience & droite (95 jours), on remarque l'sugmentation trés nette du diamstre du réceptacle
et 1'inhibition des fleurons femelles. Sur la photographie 8, le bouton du mélange Kinétine
+ ATA de la photograpiie précédente, vu par en dessus a ¢té asgrandi deux fois et compariti-
vement & gauche est présenté dans la méme position un bouton débarrassé de ses bractées su
moment du prélévement. On remarque 1'augmentation spectaculaire du diamétre du réceptacle,
quelques fleurons hermaphrodites extérieurs ont développé leur corolle, mais au centre les
primordia flaraux (zone un peu plus claire) sont toujours & 1'état de petits mamelons arron-—
dis bien qu'en évolution lente.

Quelques boutons cultivés en présence de kindtine et d'AIA de 10-8 a 10—6 ont pré-
senté au bout de trois mois de culture des "réversions florales" que 1l'on peut qualifier nen
de réversion, mais de surfloraison (Planche XIV). En effet, un % deux fleurons épanouis ont

développé & partir de leur ovaire une pousse qui, aprds avoir porté quelques bractées puis

(*) Ce phénomdne a_déja &té observé avec des concentrations égales ou supérieures & 7,5 lO_5
de ATIB et 10~ de kinétine.
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quelques feuilles dentées ont reformé un nouveau capitule (% + AIa 10_7). Rapelons que ce
phénomene a été déjh observé au cours des expériences sur le saccharose. Des "réversions

ézétatives" stétaient frrmées sur des boutons laissés plusieurs mois sur le m8me milieu.
Le fructose pour plusieurs concentr.tions a ézzlement denné des réversiong identiques, mais
dans ce cas, il s'agissait de véritables "réversions", les rameaux demeurant & 1'état végé-
tatif,

in ré sumé : L'addition d'ATA & un milieu renfermant de la kinétine exalte
1'elfet inhibiteur de cette derniére sur la croissance et sur la prolifération du cal des
védoncules, La rhizogénése n'est pis aséliorée censiblement. La floraison est stimulée jus-
qu'a la concentration 10-6 et surtout avec 10-8 et 107 a'AIA, Le dé tveloppement des fleurous
ligulés est inhihé pour des concentrations supérieures a 10‘0, tandis que celui des fleurons
hermaphrodites n'a pas été sensinlement amélioré. Le diam:tre du réceptacle a été augmenté
avec 1072 d'ATA. Je n'ai observé la néoformation de fleurs que sur le cal d'un seul bouton
K + ATA 108, mais il s'est produit quelques réversions des fleurons ligulés des boutons
cultivés sur les milieux X + AIA 107° et K + ATA 10-7,

VIII. ACIDE GIBBERELLIQUE ET KINETINE (GA-K).

Puisqu'il y a un effet de synersgisme entre la kinétine et 1'Ald selon la concen-
tration en auxine utilisée, il m'a semblé intéressant de voir aussi quel serait le compor-
tement de boutons floraux cultivés en présence d'un mélange d'acide gibbérellique et de ki-
nétine. VASIL (435, 436) a pu obtenir avec ces deux substances un dévelovpement des éta-
mines excisées d'Allium cepa L., de maniere tout & fait identique i celui des étamines res-
tées sur la plante. J'ai pris comme tem01n le nilieu de base habituel additionné de gibbé-
relline & la concentration 10-0 (O 001 % ), cosacentration moyenne qui a donné un allonge-
ment appréciable des péddoncules dans 1'expérience sur la zitbérelline seule. Quatre traite-
ments comportaient ce mllleu de Ease auqael j'ail ajouté quatre concentrations différentes
de kinétine 10~ (0,0001 %, (0,001 %,), 10-> (0,01 ﬁ,) et 1074 (0,1 %,).

Résultats,

1. Croissance.,

La pigmentation rouge des pédoncules provoquée par la kinétine seule était vi-
sible ici & son maximum 4'intensité pour la concentration la plus forte en kinétine (10‘4).
Avec 107% et 1075 de kinétine, il n'y avait que de petites taches disséminées sur toute la
longueur du pédoncule.

L'allengement du pédoncule (Grachique XXI) a été spectaculaire (5 fois la longueur
initiale au 24&me jour) pour les témoins gibbérelline seule et la gibbérelline + kinétine
107", mais pour des concentrations »nlus importﬁntes de kinétine, il y avait une inhibitien
hautement significative (Graphique XXI et Planche XIII, fig. 1, 2 et 3). La kindtine a sti-
mulé légtrement l'augmentation du diametre des ooutnns pour les co.centrations 10-7, 106
et 10-5 (Grapnlqae XXI), mais les résultats n'étaient pas significatifs par rapport aux Té-

- 98 -



GA + K + o +K 1077
B/O *K 10°%
Diam. Bout. /
mm
20}
10}
Graphique XX
7 10 15 20 24
o] 4vl PR WY W WO | A 4 : e
/ R TGA'IO'b -
mmi L9-Pd. / +K 1077
20} / ) i ] anl
/ .
! [ ]
10} |
o
./ + + + vk 107 ]
// K 107
+/+ o/—_—c o o+ -
/‘*fo/( atK 107
|, ) — ]
O puaz ! : : g I
f 10 15 222
)

- -
20; o 2
> o



, . -6
moins avec gibbérelline seule (10 ).

2. Formation du cal et rhizocgénése.

les pédoncules de 25 & 37 ‘» des boutons ont présenté de rares et faibles tuméfac-
tions & leur extrémitd lorsqu'ils étaient cultivés sur le milieu Témoin avec gibbérelline
seule (107°) mais avec les milieux gibbérelline + kinétine 10~7 & 10~0, 1'aurmentation du
diamétre de 1l'extrémité des pédoncules a $té améliordée et rapoelait parfois celle obtenue
avec les mélanges kinétine + AIA (Planohe X111, fig. 1, 2 et 1). Dans les mélanges =ibbé-
relline 100 + kinétine 102 ou 104, la formation du cal a $té inhibée compldtement, ainsi
que la rhizogéndse (Planche XIII, fig. 3 et 4). La prolifération cellulaire a débuté sensi-
blement en mdme temps que la sortie des premiers fleurons ligulés au 10&me jour (31 & 66 %
des boutons).

La rhizegénése a été trés tardive et faible chez les boutcns cultivés en présence
de gibbérelline seule ou en mdlange avec la kinétine, ceci est conforme également avec ce
que nous avions constaté dans les expériences précidentes sur les effets de ces deux subs-
tances.

4. Floraison.

. . R -6 (s oz . . N
La gibbérelline seule & 10 ~ a amélioré sensiblement la floraison par rapport a

celle de boutons cultivés sur un milieu de base sans substance de croissance, comme dans
1'expérience précédente consacrée aux effets de la gibbérelline (Planche XIII, fig. 4 T).

La combinaison acide gibbérellique 10_6 et kinétine lO"7 n'a rien apporté, si ce
ntest une trés léegere stimulation de 1'évolution des fleurons lisulés qui se sont épanouis
un peu_plus rapidement L‘écargement des bractées a commencé plus t8t pour les combinaisons
Ga 10™° + kinétine 10'7 et 107°. Dans ces traitements, le 5&me jour, il y avait déja 33 &
des boutons chez lesquels la floraison était déclenchée et le 10'me jour, 83 & 95 % avaient
des bractées écartéss en partie ou en totalité et leurs premiers fleurons ligulés épanouis.

Cl'est la combinaison GA 10_6 + kinétine 10_6 qui 2 été la meilleure, les boutons
se sont épanouis dans leur presque totalité. Les fleurons ligulés développés étaient vlus
nombreux que dans aucune expérience décrite précédemment puisque certaines fleurs en avaient
jusqu'a cinquante trois et de méme, la majeure partie des fleurons hermaphrodites ont eu un
bon développement qui les a conduits jusqu'a 1'anthese. Cependant, le nombre total de fleu-
rons du capitule n'a pas été augmenté de fagon significative. I1 manquait donc encore dans
le milieu des éléments indispensables & cette organogdénése.

-

Dés la concentration 107° (Planche XI1I, fig. 4), il y avait cependant une légere
inhibition du pédoncule, ainsi que nous l'avons vu précédemment. Cette inhibition était de
plus en plus accentude au fur et & mesure que la proportion de kinétine était augmentée et
pour la combinaison GA 10™° + kinétine 1072, il y a eu également une inhibitien de la flo-
raison et en particulier de 1'épancuissement des fleurons ligulés. Il existe donc vraisem-
blablement ur antagonisme entre la gibbérelline et les kinétines dans les processus de la
floraison,
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La photographie 4 de la Planche XIII a été prise en fin d'exvérience (2 mois apres
la mise en culture). On peut remarquer 1'effet antagoniste de la kinétine sur l'allongement
des pédoncules provoqué par la gibbérelline et 1l'inhibition de la floraison avec le mélanse
zibbérelline 10™° + kindtine 104, Au cours du 2ime mois de culture (40 jours), la florai-
son en présénce de GA 1077 + kindtine 1072 ¢tait éealement inhibée, ce que ne montre plus la
photographie prise trop tard, lorsque l'inhipition commengait & disparaltre; cette floraison
tardive est probablement due & un appauvrissement du milieu de culture en gibbérelline et en
kinétine.

Bn résumé : L'addition de kinétine i un milieu renfermant de l'acide sibbé-
rellique emp&che la stimulation de la croissance du pédoncule provoquée par ce dernier, ré-
tablit la prolifération cellulaire de 1'extrémité du pédoncule (cal), mais npon la rhizogénése.
La floraisocn est srandement améliorée : tous les fleurons en 2tat de se développer s'épa-
nouissent. Il y 2 un stade en degd duquel cependant la poursuite de 1!'évolution n'a pu se
faire. Ce stade resterait & préciser par une étude cytohistologique. La cembinaison qui fa-
vorise le plus la floraison est GA 10-6 + X 10-6. Avec 10=2 et plus de kinétine, on observe
non seulement une inhibition des pédoncules, mais aussi de la floraison.
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DISCUSSION

L'étude de la physioclogie de la floraison & 1ltaide de la culture "in vitro" de
tissus et d'organes se propose d'éliminer le plus pessible de facteurs incontrdlables qui
affectent les plantzs entiéres.

Nous avons vu dans 1'historique que plusieurs auteurs ont déja utilisé cette tech-
nique soit en provogquant la mise & fleur d'apex végétatifs (WHITE, 169 - 100, 103, 104 -
BALDEV, 65 — TCHAILAKIAK et BUTENKO, 158 - RAGHAVAN et JACOBS, 138, etc) ou la néoformation
de fleurs & partir de tissus inflorescentiels ou vézétatifs a "propension florale (skoca
et TSUL, 156 - P&REIRA, 141 -~ CHOUARD et AGHION, 75 - PAULET et NITSCH, 130, 131 - NITSCH
et NITECH, 117, etc), soit en suivant le dévcloppement de fleurs isolées ou d'inflores-
cences (PURI, 134 - RABECHAULT, 135, 136 -~ GALUN et coll., 84, 85 — TEPFER et coll. 160,
161, 162). Mais rien ne permet d'espérer que ces travaux permettront une meilleure connais-

sance des processus physiclegiques de la floraison & cause de 1'extréme hitérogenéité du ma-
tériel géneralement utilisé.

En ce qui concerne les apex par exemple : seule 1l'étude cytologique permet de con-
nattre leur état de dévelopnement et encore les spécialistes arrivent & s'y tromper. C'est
ainsi que POPHAI! et CHAN (369) ont donné une mauvaise interprétation selon LANCE-NOUGARLDE
(358, 364) de la structure des apex de chrysanthdme, parce que leurs plantes étaient placées
en jours longs vour emp8cher leur floraison et que déja le méristéme apical avait acquis a
leur insu une forme et une constitutien préinflorescentielles. Le stade de dévelopvement, la
vigueur peuvent influencer la réponse des apex, caractéres qui dépendent du génotype (plantes
issues de graines), de 1'état nutritionnel, des variations des facteurs écephysiologiques su-
bies pendant le développement de la plante, etc. Les mémes causes de variations, auxguelles
il faut ajouter 1'existence d'un gradient de la pronriété de néoformation des fleurs, affec—
tent les tissus végétatifs i "potentialité flerale".

Au contraire, le stade floral est lui plus nettement défini et facilement centrd-
lable parce que l'on posséde des critéres bien précis appréciables méme par un simple exa-
men morpholegique, comme la différenciation des pitcces florales et en particulier des or-
ganes sexuels, Bien slr, il existe chez les fleurs des causes d'hétéregénéTté similaires a
celles des apex et des tissus (hétérogénéité génotypique, position de la fleur, etc), mais
elles peuvent 8tre presque complétement élimindes dans le cas d'une plante & multiplication
végétative et & 1'aide de traitements de mise & fleur toujours identiques amenant la preduc-
tion de fleurs standards prélevées toujours sur la m@me partie de la plante. Le chrysanthéme,
sur lequel nous possédons déja de nombreuses informations quant & la physioclogie de la flo-
raison, présente toutes les gqualités requises pour servir & une étude de la floraisen "in
vitre" & 1l'aide de boutons floraux. Il est bon de rappeler ici le principe de la méthode
proposée : il s'azit de restituer au bouton isolé et cultivé "in vitro", tous les éléments
qui lui sont habituellement fournis vpar la plante, afin qu'il puisse poursuivre un dévelop-
pement normal,
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Ce projet nécessitait de stassurer a la fois d'un matériel végétal stable, homo-
géne, dont les qualités, les défauts et les exigences soient varfaitement connus et la mise
au point d'une technique de culture "in vitro" spécialement adaptée.

a. Préparation du matériel végétal.

le premier objectif Stait de standardiser le matériel végétal de maniére & obte-
nir des réponses toujours identiques avec un méme milieu de culture. Pour cela, plusieurs
années d'expériences ont été nécessajres pour choisir une variété stable, présentant les qua—
1ités requises et pour définir le plus parfaitement possible les reéactions écophysiologiques
de celles—-ci en vue de la mise au point d'une méthode de production de boutons floraux stan—
dards. Or, nous avons vu que plus une plante présente de "barriéres' physiologigues & la
mise 4 fleur (besoin de vernalisation, de jours longs avant les jours courts, etc.), plus
les fleurs cobtenues riscuent 4'8@tre hétérogénes quant i leur forme, & leur structure, a
leur compesition, &4 leur vitesse de développement, etc. Le variété Souvenir de GEORGES
PECHOU présente de nombreuses gualités & ce point de vue, sur toutes les autres variétés
étudiées 3

1. BElle peut é&tre maintenue indéfiniment 2 1'état végétatif par un bouturage en
jours longs et il a &té vérifié, grlce & un examen cytohistologique, que les apex conser-
vaient une structure végétetive caractéristique selon les descriptions qui ont &té données
pour le Chrysanthemum segetum par LANCE (358, 364), et non une forme et une structure pré-
florale, forme intermédiaire entre les apex végétatifs et les méristeémes floraux, comme celle
observée par POPHAM et CHAN (359).

2. Blle a perdu son exizence de froid (vernalisation) grice & une culture prolon-
gée au tieéde 18-35° C en jours longs. Mais un abaissement de température au~-dessous de 7° C
perturbe sa croissance. I1 faut donc la cultiver toujours dans les limites de température
ci-dessus.

3. Elle est indifférente au photrpériodisme , fleurit en toutes photopériodes et
peut former également ses capitules & 1'obscucrité. Les jours longs ne font que retarder de
guelques meis la mise a fleur, mais ne l'inhivent pas lorsque les plantes ont atteint leur
maturité de floraisen (25 & 30 cm et 15 & 20 feuilles). On peut la maintenir végdtative a
1'aide de bouturages répétés en jours lengs, de maniére & ce que les tiges n'atteignent ja-
mais cette limite et conservent toujours une croissance uctive.

4. L'acide gibvérellique ne fait que provoquer un allongement de la tige princi-
pale. Il n'a aucune influence sur la floraison et peu sur 1'allongement des pédoncules.,

5. La méthode,mise au point d'aprés ces données,permet d'obtenir des plantes tres
floriféres qui peuvent 8tre mises & fleur avec 15 & 22 jours courts (9 h) et qui donnent &
1'aisselle des trois dernieres feuilles, trois boutons arrondis, & pédoncule simple, suscep-—
tibles d'@tre prélevés et faciles & désinfecter. I1 a ¢té vérifié que la taille et 1tétat
dtévolution de ces trois boutons n!'étaient pas significativement différents.
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L'état d'évolution des boutons au moment du prélivement correspond & la différen-
ciation de 1'ovaire chez les fleurons femelles les plus extérieurs., 4 ce stade, il existe
sur le réceptacle tcutes les étapes de la formation des fleurons car ceux du centre sont
encore a 1'{tat de primerdia.

Seule la variation de l'intensité et de la comvnosition de la lumieére pendant les
mois d'hiver est susceptible de retarder la mise & fleur de la variété choisie. llais on peut
v remédier par un éclairage d'appoint avec des lampes & vapeur d'iode.

le deuriime vroblime A& résoudre était la mise au peint d'une méthode de culture
"in vitro" adaptée aux boutons floraux de chrysanthéme, ce qui paraissait d'autant plus
difficile au départ que les premiers essais de culture sur des milieux classiques pour les
tissus végétaux s'étaient traduits par des échecs (contaminatinn, brunissement et mort ra-
;ﬂ&a@sbmﬁmm%

b, La méthode de culture "in vitro",

La pratique m'a montré que le succés de la méthode dipendait non seulement de la
composition du milieu nutritif, mais également de la technique de prélivement, de désinfec—
tion et d'ensemencement. Ainsi, au fur et i mesure des recherches, le matériel a été poe ...
difié et adapté & la culture des boutons flersux. Grfice & ce matériel nouveau, la proportion
des contaminations et brunissements est passée des 83/100 ) 1/120 environ (soit moins de 1 %)

Mais la méthode aurait perdu de son intérét si aprés avoir été ensemencés sur un
milieu nutritif, les boutens étaient restés pendant longtemps sans évoluer (cas du bouton de
la Planche VI, fig. 1). I1 fallait gue le milieu de culture de base puisse permettre non
seulement la survie mais 1'expression des dernidresg "potentialités" inscrites dans le bouton
par la plante. (Allongement de pédoncule et noursuite du développement des fleurcns les plus
différenciés au moment du prélévement). (Voir ci-aprds valeur du test).

Les boutons de chrysanthéme s'accommodent mal des milieux de culture pour tissus
végétatifs constitués de solutions minérales riches en aznte, en calcium, parfois en chlo-
rure (Knop, Nitsch N,, Heller, white, etc.) et pauvres en sucre (20 & 30 %n g/l de saccha-
rose). Je ne peux af%irmer gue le milieu de base mis au point et adopté ici soit parfait,
mzis il denne des résultats conformes au but recherché (développement d'un maximum de fleu-
rons différenciés suns addition de substances de croissance ou excitoformatrices. Deux
points particuliers ont été abordés ici, ils concernent les £€1éments mecrotwrphiques du mi-
lieu de base : les &léments mindraux et les carbohydrates.

- Hléments minéraux.

Nous avons vu dans la littérature que, au moment de la fleraisnn, des quantités
importantes de composdés azctés migraient vers les fleurs (COABES, 313, 314 - ULRICH, 375 -
MARGARA et RANCILLAC, 112). C'était une premiZre indication de 1l'utilité de 1l'azote en géné-
ral. Ce que nous savens dlaprés les travaux dé¢jd nombreux sur la nutrition mindrale du chry-
santheme, c'est que cette plante a besoin pour fleurir de quantités importantes, non seule-
ment d'azote minéral, mais aussi de potassium. Des analyses m'ont permis de reconnaitre que
la variété Seuvenir de GEORG3S PECHOU ne constituait pas un cas particulier.
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la solution minérale F a €té calculée en fonction des rapports observés entre les
ions et en particulier entre les différents caticns. En ce qui concerne 1'azote, une amdlio-
ration pourra &tre apportie lorsque des recherches ultérieures permettront de définir les
proportions des diffirentes formes sous lesquelles il doit 8tre fourni. Dans la formule F,
l'azete se trouve sous forme nitrique; une certaine proportion d'ion NH, aurait peut-8tre
été bénéfique. MOREL (294) en effst, a montré que cet ion stimulait 1'nistegénése dlapex en
culture "in vitre", mais il est vrai que cette stimulation peut &tre provequée ici par le
potassium qui, selon cet auteur, a des propriétés identiques. Dlautre part, il est certain
que la nutrition d‘une plante entitre et celle d'un bouton excizé sont différentes; ainsi,
ce dernier a sans doute surtout besoin d'azote sous une forme organique, c'est-a~dire sous
la forme de composés qui sont habituellement biosynthétisés par la plante. Des recherches
ultérieures permettront, sous ce rapport, de modifier la fermule F en raison des substances
qui seront déterminées par l'analyse soit de la s&ve arrivant au bouton, soit du bouton lui-
méme, L'addition de potassium en grande quantité a posé des problémes qui ont été résolus
pour 1l'instant par i'addition d'une contrepartie d'ions S0, ~ pour des raisons qui ont été
expliquées précédemment. Le chrysanthéme est trés sensible'a 1'ion chlore, mais il 1ltest
peu & 1ltien SO,” 7; ce n'est peut-&tre pas 1'idéal, il est possible qu'une certaine partie
puisse 8tre ajoutée sous la forme d'un sel organique lorsque des analyses m'auront pernis
de mieux connaltre la preportion des acides organiques chez le Chrysanthéme en fleurs.

Lnfin, en ce qui concerne les oligo-&léments, j'ai tenu compte des indications pa-
rues dans la littérature., Le Fer, le Bore et le Cobalt sont ceux qui joueraient le plus
grand rdle dans la floraison des végétaux. Les proportions choisies sont en principe nette-
ment suffisantes pour les besoins du chrysanthéme, mais il est certain ici encore que des
analyses et des essais systématiques seront utiles ultérieurement pour déterminer les quan-
tités et les formes exactes sous lesquelles ces ions sont les plus efficaces.

- ILes sucres et autres substances,

Nous verrons plus loin, lorsque nous discuterons de 1'effet des sucres, que de
grandes quantités sont nécessaires & la formation et au développement des fleurs. Des ana-
lyses ont permis de déterminer la présence de nombreux osides et polyosides dans le bouten
de chrysanthéeme et en particulier de zlucose, de fructose et de saccharose. Les expériences
sur les effets de ces sucres m'ont permis de déterminer que le saccharose était le mieux to-
1éré par les boutens. Ainsi, c'est ce dernier que j'ai adopté pour le milieu de base & rai-
son de 80 %,, proportion situde légérement au-dessous dc 1'optimum (100 & 120 %,).

Ici encore, de nouvelles recherches vermettront peut-8tre de diterminer les effets
bénéfiques d'autres glucides ou polyosides et en particulier des pentoses dont il n'a pas
été tenu compte.

gnfin, il faut considérer aussi les sutres substances microtrophiques du milieu;
il n'a été utilisé que le pantothénate de calcium, la thiamine (vit. Bl) et 1tacide gluta-
mique. Plusieurs auteurs ont fait appel & d'autres vitamines, acides aminés ou substances
diverses (acide nicotinique, pyridoxine, méso-inositol, acide ascorbique, vitamine A4, ete),
mais ce choix n'était guidé que sur 1'intuition et non par des résultats expérimentaux. Le
milieu de base F renferme le minimum indispensable afin qu'il soit possible dtaporécier plas
facilement ensuite les effets de 1!':idjonction d'autres sulstances oligo-dynamiques (vita-
mines, acides aminés, substances stimulatrices ou excitoformatrices, acides nucléiques, ete).
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Ie milieu idéal a la connaissance duguel cette contribution et des recherches ul-
térieures doivent me conduire sera certainement trds complexe, fAu fur et a mesure de 1'ac-—
guisition de nouveaux résultats, la formule de base F sera donc modifiée. Pour 1'instant,
cette ¢tude a vermis d¢jh de mieux commaltre les effets des sucres (glucose, fructose et
saccharecse et de substances hormonales stimulatrices ou inhibvitrices de la croissance et
de la kinétine, substance excitcformatrice).

c. Effets des sucres.

Nous savions déja gque des sucres migrent vers les apex au mouwent de leur florai-
son (COMBES, 386 - ULRICH, 375 - PAULIN et ULRICH, 132 - STSINBERG, 396) et que des quan-
tités trés importantes sont nécessaires pour que le développement des fleurs se déroule en—
suite convenablement (LONA, 392). Ainsi, la chute des fleurs chez le Lupin, selon AARTS
(378) et le flétrissement des fleurs chez la Tulipe selon BELYNSKAYA (379), sont empdchés
par 60 & 80 7, de saccharose.

Ces dernicres années, plusieurs auteurs ont trouvé en outre que la néoformation
des fleurs, la floraison de plantules ou le développement des fleurs "in vitro" ne pouvaient
avoir lieu aussi qu'en présence de beaucoup de sucre, et en particulier de saccharcse a
60 & 120 mg/l (STEINBERG, 396 - RABUCHAULT, 135, 136 - CHOUARD et AGHION, 75 - PAULET, 129 -
MARGARA et RANCILLAC, 111). Par contre, la floraiscn d'apex végitatifs de Cuscute (LOO,

103, 104 - BaLDEV, 65), de Perilla (TCHATLAKIAN et BUTENKO, 158 - RAGHAVAN et JACOBS, 13¢),
de plantules d'Arabidopsis Thaliana (LANGRIDGE, 95) et le développement "in vitro" de
fleurs diverses (L4 RUs#, 101 - NITSCH, 118, 119, 120 - TEPFER et Coll., 160, 151, 162 -
GALUN et coll. 84, 85) ont pu 8tre obtenus avec des concentrations que je qualifierai de
"végétatives" (20 & 50 mg/1§.

En ce qui concerne les boutons de chrysanthime en culture "in vitro", les résul-
tats de 1'expérience sur la comparaison de 1'efficacité de la solution F par rapport a la
solution de iKnop, avaient déji permis de tirer des conclusions intéressantes sur les effets
du saccharose; les traitements de cette expérience combinant chacune des solutions & 30 ou
80 %, de sucre. Pour les deux solutions, les faibles concentrations en saccharose ont per-
mis un alloneement plus important des oédoncules, tandis gque les solutions F 30 et 80 %,
de saccharrse provoquaient un plus grand développement du cal =2t une floraison plus impor-
tante, Y-a-t-il un lien entre cette faculté de prolifération cellulaire et 1l'augmentation
du diameétre du capitule et la floraison ? Toujours est-il que, méme si la floraison n'était
gue partielle sur ces milieux, les fortes concentrations en sucre ont entrainé 1'évanouisse-
ment du plus grand nombre de boutens (50 & pour le X 80 et 60 % pour le F 80), Par contre,
dans le milieu F 30, il est apparu un nombre trés important de "réversions florales", Dans
ce cas, le milieu F riche en azote et en potassium a pu provoquer le développement des
fleurs ligulées extérieures les plus différencides, mais la quantité de sucre : 30 7o,
était ensuite probablement insuffisante pour que leur évolution ait lieu dans le sens
"floral".

Ces résultats ont été confirmés par les expériences réservées plus particuliere-
ment aux effets des sucres; Jje les rappelle brievement s

~ Les échecs des essais préliminaires (brunissement et mort des boutons) étaient

dls surtout aux faioles concentrations en sucre utilisées. Seul le saccharose a pu empécher
totalement ce brunissement qui apparaissait pour des concentrations inférieures a 30 jo,.
L [}
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- Des trois sucres étudiés, ctest le glucose qui est le plus mal supporté par les
boutons, le fructose donne des résultats presque identiques au saccharose, mais les deux
sucres réducteurs provoquent un verdissement des pétales et des "réversions végétatives".

Les doses optima v»our le glucose et le fructose, en ce qui concerne le développe-
ment du capitule et la floraison, sont inférieures (20 & 60 %O) 3 celles du saccharose (80
3 160 %, maximum & 100 et 120 %,). Les réversions florales en présence de saccharose sont
apparues dtautant plus vite que le milieu était plus pauvre en sucre et pour les milieux les
plus concentrés, les réversions ont eu lieu & la suite d'un apnauvrissement (vieillissement
des milieux). On peut donc considérer que les basses concentrations en saccharose (20 &
30 %,) sont nécessaires au développement vésétatif et entrainent un retour des fleurons vers
1'état végdtatif, tandis que les hautes concentrations sont utiles au développement floral.
tn fait, avec les plus faibles concentrations, le développement de quelques fleurons ligu-
1és (les plus différenciés au moment du préldvement) est souvent suivi par la mort des fleu-
rons &u centre du capitule. Avec le fructose, j'ai observé méme une cicatrisation du centre
du réceptacle & la place occupée par les primordia disparus.

Comment agissent les sucres ?

On peut penser en premier lieu que, non seulement les sucres agissent comme source
de carbone et servent de substrat aux processus respiratoires qui, nous le savons, sont tres
actifs chez les fleurs isolées, ou comme précurseurs pour la formation des matériaux néces—
saires & la différenciation des ébauches florales. Mais, ce qui retient 1'attention surtout,
ce sont les énormes quantités de sucre que peuvent susporter les boutons (1e saccharose ne
devient inhibiteur qu'a partir de 180 %b>. L'optimum pour le saccharose égale cing et six
fois les quantités utilisées nour les cultures de tissus végétaux. I1 est peu probakle qulune
telle quantité de sucre soit utilisée comme précurseur de métabolites, ou comme sutstrat
pour la respiration. Il est possible que les sucres agissent surtout sur les propriztss
physico~chimiques du milieu, soit en uodifiant la pression osmotique ou, si on les consi-
dére comme des substances inertes, en diminuant proportionnellement la teneur en eau.

- Modification de la pression osmotique : une premicre indication concernant 1'ef-
fet des sucres comme agents hypertonisants peut 8tre reconnue dans le fait que les concen-—
trations optima pour la floraison des boutons de chrysanth»me sont moitié plus faibles pour
le zlucose et le fructose (P.M. 180, 16) que pour le saccharose (P.M. 342¢. 3), Or, la pres-
sion osmotique étant inversement proportionnelle au poids moléculaire de la substance dis-
soute, nous voyons qu'il faut en effet une quantité moitié moins importante de glucose ou
de fructose que de saccharose pour obtenir une méme pression osmotique.

En tenant compte de ce que les milieux sont constitués selon la méthode gravimé-
trique, le calcul de la pression osmotique des milieux des exnériences sur les effets des
sucres (un kilogramme de chaque milieu a été volumétré) révdle que les pressions osmotiques
qui favorisent la floraison "in vitro" sont trois & six fois supérieures a celles qui pro-~
voquent le meilleur dévelonvement des tissus végétatifs. Ainsi, dans le milieu avec 20 %o
de saccharose, la pression osmotique serait de 2,59 atm. et nous avons avec 80 %, =
6,48 atm., 120 o, = 9,08, 160 %, = 11,566 atm. et vour les concentrations inhibitrices de la
croissance, de la rhizogénise et de la floraison, 180 %, = 12,97 atm. et 200 %, = 13,20 atm.

- Pourcentage de sucre et teneur en eau : il y a un autre aspect qu'il est bon
de signaler, mais cela ne s'applique qu'aux milieux avec le saccharose et & condition de le
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considérer comme une substance inerte par la seule propriété qu'il a alors "d!occuper la
place de l'eau", Les auteurs (CHOUARD et AGHION, 75 - PAULRET, 129 - MARGARA et RANCILLAC,
112 - STEINEERG, 398) qui ont reconnu comme moi 1'effet bénéfique de fortes concentrations
en saccharose n'ont pas envisagé cet aspect possible de l'action du sucre. WIGGANS et
GARDNER (399) ont utilisé ainsi des solutions plus ou moins concentrées de sucre pour étu—
dier la gernination en fonction de la teneur en eau du milieu,

Nous pouvons facilement déterminer que la teneur en eau des milieux,utilisés pour

étudier 1lteffet du saccharose, diminue rapidement au fur et & mesure de 1'augmentation de
la proportion du sucre (TABLEAU XXVI).

TABLEAU XXVI

TENEUR EN EAU ©N FONCTION DE LA TENEUR Duo MILIBUX £ SACCHAROSE

| Concentrations en saccharose
4

0 20 | 40 ' 60 ; 80 1 100+ 120 ;140 i 160 ' 180 : 200 !
| — —

: ; i

Bau ¢ 1+ 98,91 96,9 . 94,9 + 92,9 90,9 « 88,9 -

! I
i i ) ' j
! i

86,9 ' 8,9 82,9 | 80,9 |

i

|
78,9 |

Or, n'est-il pas 2tonnant de trouver dans les boutons floraux 84 & 85 % d'eau,
ce qui équivaut & un milieu avec 120 & 140 7, de saccharose, concentrations qui donnent le
meximum de floraison en 1l'absence d'hormones 7

Au cours de la vie du chrysantheme, il y a une diminution de la teneur en eau au
moment de la floraison. MAYER et PLANTEFOL (39:), puis PLAITEFOL (395) ant trouvé qu'il
exigtait une relation entre les vhases du développement des mousses et la teneur en eau.
Plus récemment, M. et R. BOUILLENNE (380 & 384) et leurs éldves, BRONCHARD (385) et JAVAUX
(390) ont trouvé des relations similaires chez les plantes supérieures et notamment chez le
Navet, la Bryone, la llercuriale pérenne, le Geophila renaris. Au moment de la floraison
chez ces plantes, il y a un appauvrissement en eau des parties végétatives et notamment des
tubercules.,

Chez le Geophila renaris, un dessdchement du sol peut amener la floraison de 100 %
des plantes. Aussi, lors d'une récente mise au point, BOUILLENNE (380), . émis 1thypothise
de 1'existence d'une hydrophase chez les végétaux, l'abaissement de la teneur en eau serait
1ié aux rapports protéines—enzymes et & des modifications de métabolites divers, & une forte
conscmmation de glucides, et & une intensification des oxydations cellulaires. Signalons en
effet que les auteurs précités ont déterminé qu'au cours de 1'anpauvrissement en eau, il y
avait une augmentation de la resviration et des oxydations cellulaires qui arrivaient & dou-
bler ou tripler; 1l'eau agirait aussi comme facteur de dilution des métabolites et comme mé-
tabolite participant aux oxydations. On ne manquera pas de trouver ces faits évidents puis-
que les trois facteurs : % saccharose, % d'eau et pression osmotique sont 1iés; plus il y
a de saccharose et moins il y a d'eau, et plus la pression osmotique est forte. Mais cela
ntest vrai peut-8tre que pour les milieux nutritifs nlus simples que les sucs cellulaires,
ol les sucres n'interviennent pas seuls pour maintenir lapression osmotique.
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Cependant, on connalt plusieurs exemvles d'une mlation physiolosique entre le méta-
bolisme des sucres et la teneur en eau. Ainsi, EATON et BRGLE (389) ont nettement établi
que la déshydratation qui se produit au moment de la floraison chez le Cotonnier corresvond
4 une augmentation notable des carbohydrates. On voit donc que dans ce cas, il n'y a pas une
relation de proportion, mais que la perte d'eau stimule la biosynthése des sucres, ce qui a
sans doute pour effet 1'établissement d'un certain rapport favorable au déroulement des pro-
cessus de la floraisen (*).

En eat-il de m8me chez le cotonnier et chez le chrysanthéme ? On ltignore.
Pour évaluer le r8le exact de 1'eau & 1'échelle du bouton, il faudrait remplacer une cer-—
taine proportion de sucre par une substance inerte n'ayant pas d'getion sur la pression os-
motique et de m8me, le rdle du sucre comme hypertonisant pourrait &tre étudié & 1'aide de la
méthode bien connue de la substitution par un sucre inutilisable par les végétaux comme le
Mannitol.

Enfin, on peut émettre 1l'hyosoth®se que les sucres i fortes doses stimulent la flo-
raison parce qu'ils inhibent la croissance "végétative"; 1'utilisation de Mannitol permet-
trait sans doute de le démontrer.

d, Bffets des stimulateurs de la croissance.

Les auxines : AIA, ANA, 2,5 D ont eu surtout un effet stimulant sur la proliféra-
tion cellulaire du cal & 1'extrémité du pédencule et la rhizogénése du pédoncule et méme des
bractées. Leur action sur 1'allongement du pédoncule a été faible si on la compare & celle
de la gibbérelline. Cependant, ce qui nous intéresse surtout est 1l'inhibition qu'elles exer-
cent sur la floraison, et notamment sur le développement des fleurons ligulés. Les auxines
ont rarement provoqué des réversions florales, quelquefois avec 1'AIA et le 2,4 D j'ai cons-
taté un dévelceppement important des ovaires chez les fleurons les plus différenciés, ce qui
confirme les résultats obtenus par GALUN et ses collaborateurs sur les fleurs de concombre
(84, 85). Enfin, 1'évolution des primordia floraux au centre du capitule a été arr&tde dos
les plus faibles concentrations (1078 & 10=7). Ceci confirme les observations de RAGHAVAN
(123) sur les apex de Perilla frutescens cultivés "in vitro" selon lesquelles l'auxine est
un inhibiteur de¢ la floraison chez cette plante et qui aszirnit de fagon spécifique mais non
parce qu'elle favorise la croissance végitative,

Comme nous l'avons vu, les auteurs sont unanimes, & part quelques exceptions (com=
me dans le cas de l1l'ananas et le Streptocarpus),sur le fait que ltauxine favorise la crois-
sance végitative (rhizogéndse, tumorisation) et inhibe la floraison chez les plantes en-
tidres (aUDUS, 401 - BONNER et THURLOW, -102 — BONN#R et BANDURSKI, 403 — HAMNER et NANDA,
408 - HESLOP-HARRISON, 409) et chez les organes et les tissus cultivés "in vitre" (AGHION-
PRAT, 62 - PAULET, 129 ). Plusieurs auteurs ont ra porté aussi les effets bénéfiques de

(*) Je ne saurais dire cevendant s'il s'agit du fameux rapport C/N auquel KLEBS (19) accor-
dait un rdle canital dans le déclenchement de la floraison des végdtaux supérieurs au
début de ce sizcle et qui fut mis en vogue par la suite par KRAUSS et KRAYBILL (22),
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llauxine sur le développement des ovaires isolés ou sur 1l'ovaire de fleurs cultivées "in
vitro" (ovaire de Linaria SACHAR et BALDEV, 143 - ovaire de tomate NITSCH, 118, 119 - ovaire
dans la fleur de concombre GALUN, JUNG et LANG, 84, 85);j'ai observé le mlme phénomdne avec
1'ATA et le 2,4 D chez les boutons de chrysantheme.

De nombreux auteurs (BRIAN, 264, 265, 266 - KATO, 279, 280, etc.) ont montré que
la gibbérelline avait des propriétés différentes des auxines, bien qu'elle stimule aussi
la croissance.

En ce gqui concerne les boutons de chrysanthéme, la gibbérelline, contrairement
aux auxines, a inhibé la prolifération cellulaire du cal et la rhizogénése, D'autres au-
teurs et en particulier HENRICKSON (90) sur des cultures de tissus de Tournesol ont cons-
taté également que la gibbérelline empécheit la tumorisation. Comme les milieux ne renfer—
maient pas d'auxine dans ces experiences, je pense que l'origine de cet effet dépressif sur
la tumorisation est dl peut-8tre & la mobilisation de 1'auxine endogeéne dans les processus
de stimulation dans lesquels la gibbérelline est engagée, cette dernisre ne pouvant agir
seule sur la croissance avec zutant d'efficacité,

A 1'iaverge des auxines aussi, la givbérelline stimule la croissance du pédon-—
cule de facon spectaculaire (300 & 500 % de leur longueur initiale). Cette stimulation était
proportiomnelle i la concentration dans la gamme des doses utilisdes 108 & 10-3; 1la plus
forte concentration marquant un maximum d'activité. Les auxines ont eu une faible action sti-
mulante aux basses concentrations 10-8 i 10~ et nous avons vu avparaltre un effet inhibi-
teur trés important pour les concentrations supérieures. Tout se passe pour la gibbérelline
comme si le site principal d'action se trouvait 8tre dans le pédoncule. &nfin, 1l'acide gib-
bérellique ssimule 1légirement la floraison (susmentation de la longueur et du nombre de fleu-
rons ligulés épanouis).

Parmi les stimulateurs gui apparaissent au moment de la floraison chez le chry-
santhéme, HARADA et NIT3CH (276, 277) ont dfcouvert une substance de montaison qui agit
sur 1'élongation des tiges et provogque la floraiscn de variétés qui ont besoin de vernali-
sation. Gréce & des greffages, HARADA (277) a montré que cette"substance E" remplagait le
traitement par le froid, se comportait comme une gibbérelline; il pense gu'elle participe-
rait & la biosynthdse de 1l'hormone hypothétique de la floraison (ou florigine). Dans le cas
des boutons floraux, la gibbérelline n'a pas, semble-t-il, été impliquée dans un tel pro-
cessus, car il manquait peut-8tre 1'éldment complémentaire.

L'acide givbérellique n'a pas provoqué, dans les conditions expérimentales (en
présence du milieu de base & 80 %, de saccharnse) de réversinns des fleurmns, tout au moins
de fagon aussi spectaculaire que dens le cas de 1'hAnagallis arvensis (BRULFERT, 71) ou de
modification dans 1'expression des sexes comme chez le Concombre (SAITO et ITO, 434) ou chez
le Chanvre (ATAL, 262). D'autres expdriences seraient ndcessaires pour apporter des informa-
tions complémentaires sur ce point.

ees Bffets de 1t'Acide triiodobenzoique.
Lte’fet inhibiteur des auxines sur la floraison donnait & penser que les inhibi-

teurs de la bviosynthdse ou du transport de ltauxine stimuleraient la floraison., Parmi ces
inhibiteurs de l'auxine, le ATIB provoque bien la formation de fleurs chez de jeunes tomates
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(ZIMITRMAN et HITCHCOCK, 423), mais c'est 1a un fait presque isolé, et dans ce domaine, il
est toujours difficile d'extrapoler. Comme toujours, on n'a pas manqué d'élaborer une théo-
rie basée sur cette idée selon laquelle la floraison des plantes serait Jue au rappert sti-
mulateur/inhibiteur (RISZNDE, 35).

Nous avons vu gu'en ce qui concerne 1t ATIB, son action n'est pas toujours tres
nette et certains auteurs, avec le méme matériel (par ex. : Wéoformation des fleurs sur les
racines d'endives vernzlisdes) ont observé une action tout i fait différente.

Chez les boutons de chrysanthéme, 1' ATIB a inhibé 1'allongement des pédoncules
proportionnellement & la concentration, la formation du cal, la tumorisation et la rhizogé-
nése, il a donc empdché, semble-t-il, 1l'action de 1l'auxine endogene. I1 a inhibé édgalement
le développement des fleurons femelles; ce n'est pas étennant, si 1'on se souvient que 1tau-
xine, chez d'autres espéces (Aquilegia, Concombre) inhibe les étamines et stimule la crois-
sance de l'ovaire. lais, bien qu'il s'agisse d'une antiauxine, 1'ATIB n'a pas provoqué la
néoformation de fleuronsg nouveaux au sein du capitule et la floraison généralisée.

11 faut considérer dans tout cela, que 1'ATIB n'est pas un inhibiteur naturel,
on ne le trouve pas chez les végétaux, et pour les boutons de chrysanthéme, la limite de to-
xicité est rapidement atteinte, ce qui ne permet pas une étude précise des effets de cette
substance, D'ailleurs, il y a eu dans les expériences sur 1'ATIB, une grande hétérogéndité
dans les réponses (variation du diamdtre des boutons, de 1'allongement des pédoncules et de
1'état des fleurons pour un méme traitement). Peut-8tre que la faible solubilit< de cette
substance était & l'origine d'une absorption et d'une répartition inégales dans les boutons
floraux, ce qui s'est traduit en particulier par une courbure des vnédoncules. Le chrvsan—
théme a ses propres inhibiteurs etce sont ces cubstances 1a qu'il faudra étudier plus pri-
cisément,

HARAD/ et NITSCH (272 & 277), dans leurs tentatives d'isolement d'hormones au
courg de la floraison du chrysanthéme, ont été trées g8nés par la présence d'un inhibiteur
qui se trouvait en grande quantitd dans les extraits et qui avait un Rf identique a certains
stimulateurs empéchant 1l'isolement de ces derniers.

BALLANTYNE (417) a isolé un inhibiteur puissant dans les racines du chrysanthime
gqui réduit 1l'allongement des entre-noeuds et le nombre de boutons floraux; cette inhibition
peurrait 8tre levée par la gibbérelline.

De mon c8té, jltai, des 1959, mis en évidence un inhibiteur de croissance chez la
variété Souvenir de GEORGsS PECHOU, en partant d'une idée toute différente. J'ai déji signalé
que les échecs de mes premiers essais de cultures de boutons floraux "in vitro" étaient dlls
nnon seulement & un brunissement, mais & des contaminations. Or, les boutons sur les plantes
entiéres sont rarement la prcie des champiznons, comme en culture "in vitro"; j'ail dono pensd
gue les boutons "in vivo" étaient protégés par une substance antifongique séerétée par lees
parties végétatives de la plante. Pour le montrer, j'ai isolé la souche de champignon ( Dema-
cide) qui me causait le plus d'ennuis, et j'ai effectué des extraits & partir de feuilles de
chrysanthéme, & 1l'aide d'éther sulfurique déperoxydé. Dans des boltes de Pétri, renfermant
un milieu zélosé & la pomme de terre (milieu de Sabouraud), j'ai ensemencé aaptiquement des
spores du champignon en suspension dans une solution isotonique de saccharose., Puis, apres
évacuation de 1'excds du liquide d'ensemencement (suspension de spores), les boltes ont été
placées 2 heures & 1'étuve & 27° C, Pendant ce temps, j'ai évaperé sur de petits ronds de
papier Whatmen 3 M stérilisés : respectivement un centimdtre cube de ltextrait de 15 gr. de
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feuilles fraiches de chrysantheéme (a), un centimétre cube de 1l'extrait de 5 gr. de feuilles
séchées & 1'air pendant 18 jours & la température du laboratoire (b), un centimdtre cube de
l'extrait effectué & partir d'un wroyat de feuilles autoclavé pendant 20 minutes & 120° C
(¢c), et enfin un centimdtre cube d'déther pur déperoxydé (d). Chaque rondelle a été ensuite
placée sur la culture dens la boite de Pétri (Méthode Heatley). On voit, Planche AV, fig., 1
et 2, que 1'éther pur n's produit aucune inhibition (papier d), tandis que les extraits de
feuilles (papiers a et b) ont formé des auréoles d!'inhibition de 20 & 25 mm., L'autoclavage
n'a pas réduit sensislement 1'activitd de la substance active (papier c). Le chrysanthéme
Souvenir de GuORGsS PECHOU renferme donc dans ses feuilles un antifongique puissant qui est
sans doute aussi un inhibiteur de croissance. Cet inhibiteur joue un r8le dans la protection
de la plante, mais il joue peut-8tre un réle également dans la mise & fleur. Je ne puis af-
firmer qu'il s'acit de la mBme substance que celle découverte par BALLANTYNE (417) et par
HARADA et WITSCH (272 & 277), mais je pense que son dtude ultérieure serait intéressante,
car les boutons floraux en renferment une quantité importante, surtout dans les bractées.

L'existence de cet inhibiteur et son réle possible wur le déroulement de la flo-—
raison est confirmée, semble-t-il, par 1'expérience suivante non encore publiée,

J'ai bouturé des boutons "couronnes" avec leur hampe florale, Aprés enracinement,
les Témoins n'ont pas évolué pendant plus d'un an (durée de 1'expérience). Lorsque sur des
boutons identiques jtai enlevd les bractées libres le long de la hampe, il n'y a pas eu non
plus d'évolution sensible. ilais d'autres boutons auxquels j'avais supprimé les bractées de la
hampe et les larges bractées foliacées vertes horizontales situées immdédiatement sous le ca-
pitule, ont augmenté 1légeérement de diam®tre aprds quelques mois.

Dans un troisieme traitement, j'ai enlevé non seulement les bractées de la hampe
florale et les larges bractées foliacées sous le capitule, mais aussi les premisres brac-
tées extérieures du capitule lui-mlme (2 rangdes). Alors, les plus extérieures des bractées
restant dans le capitule, ont doublé ou triplé de longueur, tandis que parfois quelques
fleurons réussissaient & se dégager. ilais la croissance 2t le développement se sont bientdt
arrétés.

Enfin, chez un quatrisme lot de boutons couronnes enracinés, j'ai répété le troi-
siéme traitement ci-dessus. J'al obtenu un développement et une croissance des bractées et
des fleurons les plus externes du capitule, J'ai alors supprimé les bractées les plus ex-—
ternes, lorsqu'il me semblait que leur croissance tendait & s'arr8ter et jtai alors obtenu
une floraison spectaculaire des fleurons du centre du capitule qui normalement, n'auraient
pu stépanouir que si l'inflorescence était demeurdée sur la plante. On peut donc en conclure
que les bractées vertes du capitule exercent une action inhibitrice sur le développement des
piéces florales situdes au centre du bouton, et renferment sans doute de grandes gquantités
d'inhibiteur.

f. Effets de la kinétine seule ou en présence de stimulateurs de croissance.

,~ La kinétine seule inhibe la croissance et la floraison & partir de la concentra-
tion lO—O, mais pour interpréter ses effets, il faut tenir compte comme pour les autres subs-
tances, de ce gue le bouton floral renferme peut-8tre déja une certaine quantité de kiné-
tines naturelles cu Phytokinines et d'auxines. Aussi, le taux de ces substances est rapidemen
élevé par un apport extérieur. Ainsi, dgs 10-7 de kinétine, 3j'ai obftenu sans auxine la néo-
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formation de fleurs sur le cal du pédoncule, comme CHOUARD et AGHION (75), puis AGHION (58,
59) et AGHION-PRAT (62), 1'ont ovservé sur des frasments de hampe florale de tabac et
J0TAMED (117) sur des fragments de hampe florale de Datura, avec de faibles quantités de ki-
nétine et d'4AIA.

Ici par conséouent, 1la quantité d'auxine endogene a suffi pour stimuler cette néo-
formation. &n élevant la quantité d'AIA par un apport dens le milieu, la propriété de néo-
formation a ulsparu des les vlus faibles concentrations. Dans l'eXpbflenCG kinétine + ATIA,
le phénoméne nta ¢été ocuservé qu'uns seule fois chez un bouton kinétine 10~0 + AI4 10 , clest
que déja, & cette concentration, les niveaux d'auxine et de kinétine favorables étaient dé-
passés.,

Quand les doses dA'AIA ont été augmentées en prisence de kinétine, le développement
du pédoncule et des flcurons ligulés ont été rapidement inhibés; 1'4IA o renforcé 1l'action
inhibitrice de la kinétine. izis pour les deux plus fortes concentrations en AIA, le récep-
tacle a augmenté de diamdtre et de velume; cet effet n'était malheureusement pas en corréla-—
tion avec la formation dtun plus grand nombre de primordia floraux. L'un des caracteres du
déveloprement du capitule a été reproduit ici, mais il manquait "quelque chose" encore dans
le milieu pour que lz floraison se passe comme sur la plante entiére.

On peut rapprocher 1'augmentation de volume du rdéceptacle des effets de la kiné-
tine sur la multiplication cellulaire de la moelle de Tabac, obtenus par SKOOG et ses col-
laborateurs (451, 452), effet intensifié par 1'auxine. Seule la kinétine permet la division
des cellules du parenchyme interne, Or, dans le capitule du chrysanthéme, la plus grande
partie (au centre des tissus) est occcupée par un parenchyme qui prolonge la moelle de la ti-
ge; l'augmentation de volume du récevtacle est due surtout & la prolifération des cellules
de ce tissu. I1 faut donc que le bouton re¢oive une quantité supplémentaire de Phytokinines
et d'auxines (fournis par la plante) pour poursuivre l'asugmentation de diamdtre de son récep—
tacle. Nous avons vu qu'il renferme vraisemblablement déja une certaine guantité de ces subs-
tances et c'est sans doute aussi la raison de la formation de cals volumineux & croissance
rapide & la base du pédoncule. On peut expliquer aussi peut-8tre de cette manidre 1'augmen-—
tation du diamétre des boutons floraux sous 1l'influence de 1'ATIB & fortes concentrations,
L'ATIB emp@cherait la migration de 1'auxine endogene vers la base du pédoncule et 1l'auxXine
resterait ainsi disponible au niveau du réceptacle ou elle pourrait favoriser 1l'action des
Phytokinines.

La kinétire ajoutée & ltacide gibbérelliaue annule les effets de ce dernier: la ki-
nétine inhibe 1'allongement du pédoncule dés les plus faibles concentrations (10"8) et le
développement des fleurons femelles ligulés i partir de 10-0.

Le pédoncule serait 1l'un des sites principaux d'action de la gibbérelline. Une
action synergique sur le développement des fleurons a été observée pour le mélange gibbé~
relline 10-0 + kinétine 100 3 10~7; le nombre de fleurons femelles épanouis a été augmenté
mais les primordia floraux du centre du capitule n'ont pas évolué et il ne s'en est pas for-
mé de nouveaux, Dans ce cas, comme dans celui de la kinétine + AIA, tous les facteurs favo-
risant la florsison n'étiient donc pas dans le milieu.

L'effet de 1'appert d'une substance au milieu n'est pas, comme on le pense rsti-

tuellement, toujours proportionnel et tout & fait svécifique, mais il traduit le nouveau
rapport, le nouvel équilibre obtenu avec les substances naturelles qui sont déja dans le
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tissu ou 1l'organe. Des facteurs comme la s»écificité, la faculté d'abserption ou la solu-
bilité (cas de 1'ATIB), la possibilité de transfert, dtutilisation ou de détoxification
(cag de 1'ATIB et du 2,4 D) interviennent pour empécher ou intensifier les réponses.

Dans les inflorescences et dans les fleurs, des corrélations interviennent qui
modifient ou répartissent les sites d'action des diverses substances : par exemple, la des-
truction de 1'ovaire gui mobilise 1'AIA, favorise le développement des étumines dans ls
fleur d'Aquilegia, et quand ZANOII (1725 castre les fleurons femelles du capitule de chry-
santheme "in vivo", la corolle devient hypertrophile (surine devenue disponible). Les sites
d'action sont donc souvent trés localisés,

Tous les raisonnements relatifs .u développement des fleurs reposent sur 1'idée fi-
naliste que la floraiscon et la fructification constituent les dernitres étapes de la vie d'un
végétal ou du bourgeon terminal d'un rameau. Il est,semble~t-il, nécessaire de réviser cette
opinion, car les cellules florales du chrysanthéme (comme de nombreuses autres espéces) ne
sont pas un indice de séniliteé, Il stagit d'un stade transitoire reproductif: la propriété
"florale" peut &tre perdue et dans ce cas, 11 y 2 un retour en arridre qui représente ce que
les botanistes ont désigné, a tort peut-8tre, sous le nom de "réversions florales ou de
fleurs orclifires,

g. héversions flerales "in vitro".

J'ai indiqué & plusieurs revrises l'apparition de "réversions" florales sous 1l'in-
fluence de divers traitements. Il ne me paralt pas utile de parler longuement ici de ce phé—
nomene, car pour en avoir une parfaite connaissance, il faudrait lui réserver une étude par-
ticulitre comme 1'a fait BRULFERT (462 & 466) avec le Mouron rouse.

Chez le Chrysanthéme, la premiére mention des réversions florales a &té faite en
1889 dans un article ancnyme du Gardener's Chronicle (481, 483).En France, CHIFFLOT selon
PINZIG (479), BOIS (461) puis CHOUARD (468, 469) ont domné tour & tour des descriptions de
capitules de chrysanthémes réversés. fn Allemasne, HELM en 1959 (476) en a fait également
une description morphologique détaillée. CHOUARD et VAIDIE (189) pensaient qu'une photopé—
ricde défavorable & la flcraison pouvait &tre & l'ori~ine d'un retour des fleurs vers 1l'état
végétatif. Ce retour en arricre a été en effet obtenu chez d'autres especes, notamment par
BIDDULPH (461) avec le Cosmos sulfureus et SCHWARE (234) a signalé en 1951 qu'il a augmenté
le nombre des réversions florales chez le chrysanth®me par les jours longs, des applications
dtauxine (500 ppm) sous forme de pAte de lanoline et par l'ombrage. Il a attribue l'effet
de 1l'ombrage & une réduction de 1la biosynthése des carbohydrates et & une augmentation du
taux d'auxine.

De mon c6té, jlai vérifid 1lthypothése de CHOUARD & 1'aide de boutures de boutons
couronnes (*). Cependant, HuLM (476) est d'un avis tout & fait contraire. Il a trouvé que
les chrysanthemes réversent davantage lorsque 1l'iatensité de la lumidre augmente.

Les boutons de jours ccurts cultiveés "in vitro" étaient indifférents au photopé-
riodisme dans les conditions expérimentales utilisées ici, c'est-i~dire pour une intensité

(*) Les résultats n'entrant pas dans le cadre de cette étude seront publiés ultérieurement.

- 113 -



de la lumidre de 3,500 lux; 1la faible lumiére n'a pas proveoqué de réversion florale sur le
milieu de base & 80 %, de saccharose.

On peut denc en conclure, d'une part que le bouton de chrysanthime en culture
"in vitre" vit en hétérotrophie utilisant seulement les substances stockées au départ et celle
du milieu nutritif et gu'il n'a pas la possibilité de biosynthétiser les sucres nécessaires
4 son évolution. C'est donc de ce point de vue un excellent matiriel »our 1'4tude de la phy-
siolosie de la floraison. D'autre part, selon l'hypothése de SCHWABLH (1oc, cit.), les réver-—
sions sont bien en relation avec une diminution du taux de carbvohydrates ou plutdt avec des
"facteurs végétatifs", la faible concentration en sucre représentant 1ltun de ces facteurs.
En effet, TRINKLER (480) a signalé que la réversion des fleurs chez la Pomme de terre n'avait
lieu gue lorsque la teneur en glucides était faible et le rH élevd; voici denc un facteur,
le rH, dont on n'avait pas parlé jusqu'ici. Est-ce que les sucres sous leur forme réductrice
participent au déclenchement de la réversion ? En présence de glucose et de fructose, les ré-
versions produites donnaient des rameaux gui demeuraient végétatifs.

L'effet des jours longs ne peut s'expliquer par une diminution de la biosynthese
des sucres, mais par une ausmentation du taux d'auxine. Or, ni 1'ATA ni 1'acide gibbérellique
ntont provoqué une augmentation significative des réversions sur le milieu de base & 80 %,
de saccharose; dans ce cas, le milieu ¢tait trop riche en sucre.

Des recherches actuellement en cours montrent que la concentration en sucre con-
ditionne le retour a 1'état végétatif, davantage que 1'effet des hormones. La photographie 3,
“lanche XIV, reprégente un rdésultat qui confirme ce point de vue. Sur un milieu & 30 %, de
saccharose, des boutons floraux sans nédoncule ont présenté des réversions et différents rap-
ports entre 1'Ala, la gibbérelline et la kinétine ont pu influencer encuite 1!'organogénese
propre de la rlversion qui a donné des feuilles ou la croissance de la base d'un fleuron
suivi d'une réversion végétative, ou la réappasrition de 1'état floral, ce que je désignerai
par le terme de "surfloraison".

Le moment est venu de nous demander s’ le test choisi sour 1'étude de la physiolo~
gzie de la floraison du chrysanthéme convient & ce genre de recherches et s'il a joué le réle
que nous en attendions.

h. Valeur du Test.

Je puis répondre immédiatement par 1'affirmative. Sur le milieu de base, le capi-
tule du chrysanthéme isolé de la plante ne peut se développer complétement. La nature indu-
bitablement infloressentielle de ges tissus, tout au moins du réceptacle, en font un matériel
de choix qui peut évoluer soit dans le sens floral, soit dans le sens végétatif, mais seule-
ment en fonction des substances actives du milieu nutritif. I1 n'est en effet pas sensible
aux variations des facteurs physiques (lumiére, température) dans les limites vitales. Il
vit en hétérotrophie se comportant comme un récepteur réagissant aux impulsions ou aux subs-—
tances biosynthétisdes habituellement dans la plante.

Cependant, nous avons vu que les boutons sans pédoncule ont réagi plus rapidement
que les boutons avec pédoncule. Le bouton floral entier ne satisfait donc pas tout & fait a
la régle de la proximité des sites drebsorption et dtutilisation. Les parties vertes du ca-
pitule : bractées et pédoncules, ont réagi surtout aux facteurs qui stimulent les organes
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végétatifs (formation d'un cal, tumorisation, rhizogéndse), c'est dire que, comme la hampe
florale du tabac, sans 8tre tout & fait vésétatives, ces vortions ne sont pas non >lus de
nature tout & fait florale. Le réceptacle est la seule partie & »otentialité vruiment inflo-
rescentielle. C'est sur ce tissu que se forment les fleurs dont 1!'évolution est ensuite cen-
trifuge. Au centre, les primordia les plus jeunes, petites masses slobulaires indiffé-
renciées au départ, seront amenés & ¢évoluer s'ils recgoivent le stimulus indisvensable, L'ex-
périence m'a montré qu'en l'absence de ce stimulus, seuls les fleurons parvenus au stade de
formation de 1'ovaire sont capables de poursuivre leur développement.

Dons des conditions idéales, les tissus inflorescentiels du réceptacle doivent se
régénérer par le centre comme sur la plante entiére, de sorte que théoriquement, la florai-
son du capitule serait infinie ....

En conclusion, dans les recherches futures, il sera intéressant d'éliminer le plus
possible les tissus intermédiaires (pédoncule et bractées) qui risquent d'interférer ou de
ralentir le transfert des substances actives et de les métaboliser, nour ne cultiver que le
seul réceptacle du capitule.
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CONCLUSIONS GERNERALES

Une méthode d'étude de la Physiologie de la floraison, basée sur l'examen du dé-
roulement des étapes de 1'évolution de boutons floraux en culture "in vitro", est proposée.
Elle repose sur le principe gu'un bouton floral excisé et maintenu en survie grfce & une
technique de culture "in vitro" pourra poursuivre son développement normal s'il recoit du
milieu de culture les éléments gui lui &étaient auparavant dispensés nar la plante.

Le canitule du chrysanthzme se pr&te bien & ce genre de recherches parce qu'il
comporte un réceptacle constitué d'un tissu inflorescentiel dont il est possible de déter—
miner & coup sfir 1'état de différenciation. Ce matériel nettement défini permettrait dté-
tudier la physiologie de la mise & fleur, et de la floraison, mais aussi les problémes re-
latifs & 1'organogénése, i la sexualisation et & la physiologie de la formation des inflo-
rescences qui depuis quelques années, a fait 1l'objet de nombreuses observations morpholo-
giques (EMBERGER, 348 - MAR4SWUELLE, 360 & 363 - PLANTEFOL, 368, 369).

Pour que cette méthode puisse présenter un maximum d'efficacité, il fallait un
matériel stable et homogtne et une méthode de culture spécialement adaptée.

Plusieurs années de recherches ont ¢té nécessaires pour le choix d'une varidté
stable pour déterminer avec précision ses exigences écophysiologiques, et pour élaborer une
méthode de production de boutons standards. La variété Souvenir de GEORGES PiCHOU (cléne de
serre tidde) a été choisie pour ses nombreuses qualités. Elle se reproduit facilement par
boutures (culture monoclonale) et fleurit raocidement en jours courts 9 h. (15 & 22 Sours).
Elle présente le minimum de "barridres" physiologiques & la mise & fleur : ses drageons non
dormants n'exigent donc pas de vernalisation, elle peut &tre cultivée dans une large gamme de
températures 1€ & 35° C, elle est indifférente au nhotopériodisme, sa floraison n'est pas
influencée par la gibbérelline, enfin elle peut former ses capitules méme & 1'obscurité.

Préparée selon une méthode standard, elle donne, par plante (une trentaine de
jours apres le début du traitement par les jours courts), 3 & 4 boutons floraux de jours
courts, arrondis (boutons axillaires au-dessous du capitule principal) de 7 & 8 mm de dia-
metre, & pédoncule sans bractdes libres, susceptibles d!'&tre prélevés pour la mise en cul-
ture "in vitro". Les boutons ont été cultivés avec ou sans leur pédoncule; ils sont, comme
la plante entisre, insensibles au photopériodisme et trés peu sensibles & 1'intensité de la
lumiere.

Une méthode de culture "in vitro" a été mise au point : elle nécessite un matériel
nouveau : boite & gants, aiguilles & ensemencer, tubes & capuchons de verre, etc. La compo-
sition du milieu de base a été déterminée qrapres la composition chimique (éléments macro-
trophiques) de chrysanthémes en cours de floraison. La solution d'éléments minéraux (solution
F) est riche en azote et en potassium.
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Les sucres sont nombreux aux moments de la floraison (une dizaine), mais seuls, le
glucose, le fructose et le saccharose semblent jouer un r8le important, car on les rencontre
dans tous les organes; le milieu de base renferme 80 7%, de saccharose, soit une quantitl

\

quatre fois supérieure & celle des milieux pour tissus végitatifs.

Les tissus floraux n'ont pas les m@mes besoins nutritifs que les tissus vésétatifs.
D'ailleurs, les vwremiers essais de culture "in vitro" sur des milieux utilisés habituelle-
ment pour les cultures de tissus, par exemple Milieuxde Gautheret, de Heller, de Knop, ctc.
ne renfermant que 20 a 30 g/l de saccharose, n'ont pas permis un bon dévelopvement des bou-
tons floraux qui brunissaient et mouraient sour la plupart. Cet échec était dQl surtout aux
quantités trop faibles de potassium et de sucre de ces wilieux.

En 1'absence de substances stimuvlatrices ou inhivitrices de la croissance et de
substances excitoformatrices, les boutons floraux prélevés au début de leur développement,
peuvent continuer leur é&volution pendant une quinzaine de jours : sur le milieu de buase F
avec 80 %, de saccharose. On observe d'abord un allongement du pédoncule, puis une prolifc-
ration cellulaire a ltextrémit’ de celui-ci, il se forme un cal arrondi au niveau duquel 2p-
paraissent des racines, tandis gue les bractdes s'dcartent, libérant les premiers fleurons.
Mais seuls les fleurons femelles ligulés les plus extérieurs se développent parce qu'ils
sont parvenus au stade de formation de 1l'ovaire au moment du prélévement. Vers 1l'intérieur
du capitule, les fleurons hermaphrodites sont restés & leur état de départ, et les primordia

floraux non différenciés sont morts.

Le bouton floral renferme donc & 1'origine des substances régulatrices de la crois-
sance qui lui permettent cette courte dvolution "in vitro" (croissance, cal, rhizogénése et
épanouissement partiel).

Une forte teneur du milieu en azote et en notassium a un effet bénéfique sur la
floraison, mais clest surtout la quantité de sucre gqui semble jouer le rbdle le plus impor-
tant sur la prolongation du développement des boutons excisés en culture "in vitro".

Le glucogse est mal supportd par les boutons, tandis que le fructose donne pour ge
plus faibles concentrations (40 & 60 %,) que le szccharose, des résultats presque identiques
4 ce dernier. Ccependant, ces deux sucres réducteurs n'empéchent pas totalement le orunisse-
ment des boutons et stimulent surtout le dévelopnement véeitatif (verdissement des pétales,
réversions florales). Le saccharose stimule la floraison entre 80 et 160 %,; la dose optima
est de 100 & 120 %,, mais c'est une concentration 1égerement inférieure 80 %,, qui a été a-
doptée pour le milieu de base. Le trunissement des boutons a lieu surtout pour des concen-
trations inférieures & 30 %,. Ve 30 & 40 %,, on observe surtout un déveloprnement végétatif des
boutons, peu d'épanouissement de fleurons, une rhizogéntse importante et des réversions flo-
rales. Le saccharose ne devient inhibiteur de la croissance et de la floraison qu'au-dessus
de 180 5.

Les auxines (acide/” indolyl-acétique, acidex naphtyl-acétique, acide 2,4 dichloro-
phénoxy—acétique5 inhibent la floraison dds les plus faibles concentrations utilisées (10~
pour le 2,4 D et 10-0 pour 1'ATA et 1'ANA). Ces résultats confirment les observations qui
avaient été faites par d'autres auteurs sur des plantes entidres et sur la néoformation des
fleurs ou sur des fleurs cultivées "in vitro". £lles stimulent la formation du cal & 1l'extré-
mité des pédoncules et généralisent la prolifération cellulaire (twaorisation) jusque dans
le bouton floral, pour des concentrations de 1'ordre de 106 & 104, slles stimulent égale-~
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ment la rhizogénése comme sur les organes végétatifs et provoquent la parthénocaroie des
ovaires non fécondés.

L'acide gibbérellique exerce une action stimulante spe01f1que sur 1'allongement
des pédoncules proportionnellement a la concentration dés 10-7 (300 & 500 % de 1la taille
initiale) et n'emp&che pas la floraison comme les auxines. Par contre, il inhibe 1la forma-
tion du cal & l'extrimité des pédoncules et la rhizogénise dés 10™°,

L'acide 2, 3, 5 triiodobenzoique empdche 1'allongement du pédoncule et surtout
la tumorisation, la 1hizogénése et 1'allongement de la ligule des fleurons femelles, que
1'on attribue habituellement & l'action des auxines. Il provoque pour des concentrations
proches de la toxicité 7,5 10~ 5, une augmentation importante du diamétre du caoitule (45 @).

la kinétine & elle seule stimule la croissance du pédoncule aux faibles concen-—
trations,(puis 1'inhibe & partir de 10~ ) ainsi que la_formation d'un cal, la rhizogéncse
et la floraison. A la plus faible teneur utlllsee, 107", des fleurs se sont néoformées sur
le cal du pédoncule.

La kindtine en présence d'acide gibbérelligue (10_6) emp8che 1'allongement du
pédoncule provoqué par ce dernier, et la floraison; elle rétablit la tumorisation de 1'ex-
trémité du pédoncule, empdchée par l'acide gibbérellique mais non la rhizosénése.

Enfin, 1'acide “4indolyl- acétique ajouté & la kindtine (107 ) rétaplit l'epanouls—
sement des fleurgns extérieurs liguléds, inhibés par la kinétine (X 10~6 + AIA 10~ ) Mais
au~dessus de 107° d'ATA, le développement des fleurons ligulés est annulé, tandis que le
réceptacle augmente de diametre et de volume. Ce phénomene est & rapprocher avec le résul-
tat 4'une expérience non encore publide, au cours de laquelle la suporession des bractées
et des fleurons extérieurs de boutons courcnnes (bouturés) a permis aux fleurons du centre
du capitule de se developper et de s'épanocuir. Clest 1l'inhibition du ddévelovpement des bo:«
tées et des fleurons extérieurs, par la kinétine et 1'AIA, qui aurait ici pour résultat
la prolifépgtion cellulaire du centre du réceptacle,

Le milieu de culture idéal serait celui qui non seulement pourrait permettre 1'ex-
pression des organes floraux différenciés au moment de 1l'épanouissement des fleurons 1li-
gulés extérieurs, mais aussi la diffépenciation florale des primordia, la formation de pri-
mordia nouveaux et, peut-8tre, la régénération de nouveaux tissus inflorescentiels au centre
du capitule. Ainsi, en allant vers la périphérie, leg tissus 2a 2 renouvelés au
milieu du réceptacle formeraient ensuite plus loin des primordla qui peu & peu se différen-
cieraient en allant vers la périphérie puis s'épanouiraient; on aurait une floraison con-
tinue. Cependant, il n'est pas slr encore que la formation des tissus du réceptacle et la
formation des fleurons & vartir de ses tissus n'arpaptiennent pas a deux stades successifs
du développement du capitule, le premier devant 8tre terminé avant que 1'autre ne commence;
dans ce cag, seules les cellules en place du tissu infloresceantiel pourraient former des
fleurs.

6 Les milieux les plus favorables, gibbérelline 10 -6 + kinétine lO-6 et kinétine
107 + ATA 10-7 ntont permis au mieux que le dcvelopoement (épanouissement) des fleurons
les plus différenciés au moment du préldvement; il stacissait en général des fleurons fe-
melles ligulés parvenus au stade de la formation de 1l'ovaire.
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Avec le fructose, les primordia du centre du casitule sont morts et ont ét¢ rem~
placés parfois par une cicatrice. L'ATIB et la kinétine 106 associde & 1'AIA 10~2 ont
seuls permis une augmentation notable du diametre du canitule, sans toutefois provoquer lu
formation de nouveaux primordia. Le milieu idéal n'a donc pas été réalisé. De nouvelles re-—
cherches seront nécessaires, en particulier pour préciser le meil’.eur équilibre Gibbérel-
line-Kinétine-AIA , qui doivent agir en compétition avec 1'inhibiteur naturel du chrysan-
théme et étudier les effets d'autres suostances comme les acides nucléiques, les acides
aminés, les stérols, etc.,

L'un des faits les plus importants est la erande quantité de sucre indispensable
4 la survie des boutons floraux jusqu'i huit fois celle utilisde pour les cultures des tissus
végétatifs. Ceci confirme les observations effectuées par d'autres auteurs, soit sur des
plantes entidres (afflux de sucres vers les fleurs), soit sur des inflorescences ou des
fleurs excisdes en milieu naturel ou aseptique, soit sur le phénoméne de la néoformation des
fleurs "in vitro". Les sucrss peuvent agir comme précurseurs de métabolites divers, comme
substrats pour la respiration et pour medifier les propriétés physico-chimiques du milieu
le ¥'", la pression osmotique et la teneur en eau., I1 est curieux de constater que la teneur
en eau d'un milieu nutritif favorable & la floraison corresvond a celle du bouton floral
resté sur la plante.

Les faibles quantités de sucre (30 %o) sont & 1l'origine des réversions florales,
selon l'hypothése de SCHWABE (240), tandis que 1l'acide gibbérellique et les auxines étaient
pratiquement sans effet. Dans le bouton floral de chrysanthéme tel qu'il a €té utilisé dans
cette étude, il existe une quantité trop importante de tissus intermédiaires entre le point
d'absorption des ¢1éments dans le milieu (le pédoncule) et le site d'action (le réceptacle).
En effet, ces tissus intermidiaires ont des réactions propres qui interférent et peuvent
modifier celles des tissus inflorescentiels vis-a-vis des divers traitements. Ils renferment
déja des auxines, des inhihiteurs, des substances excitoformatrices, etc. et sont capables
de biosynthétiser, bien qu'insensibles & 1'intensité de la lumitre et au photopériodisme.
hussi, dans les recherches ultdrieures, seul le réceptacle (site d'action) sera cultivé.
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Planche 1

Matériel pour la vréparation et la mise en culture des boutons
fleraux (explications dans le texte).




Planche |



Pl anche I1 -

Effets comparés de milieux & base de solution minérale de Knop
et de solution minérale F aprés 55 jours de culture.

Fig. 1 a 3, exemples de boutons floraux développés sur milieu de
Knop addltlonne de 30 %o de saccharose, le cal & la base du pedoncule est tres souvent
digité, peu ou pas de floraison, fleurons anormaux ; Fig. 4 &4 6, boutons floraux dévelop-
pés sur milieu de Knop + 80 %o de saccharose j Fig. 7, lorsqu'un bouton floral arrive &
se développer sur Knop + 80 %o de saccharose, il est en général anormal, quelques Fleurons
femelles ligulés ou épanouis ; Fig. & et 9, boutons floraux développés sur milieu F addi-
tionné de 30 %o de saccnarose, on observe un grand allongement du pédoncule et des réver-
sions florales ; Fig. 10 & 12, boutons floraux développés sur milieu de Knop additionné de
80 %o de saccharose, le cal est développé & la base du pédoncule, on-obtient le maximum
de floraison et encore beaucoup de fleurs sont anormales, les fleurons du centre (herma~
phrodites) ne se développent pas. :




Planche Il



Planche I.11 -

Effets du saccharose.

Aspect des boutons floraux cultivés en lumidre diffuse 3 500 lux
(9 h) sur milieu de base (sol. F) renfermant : Fig. 1, O %0 de saccharose s Fig., 2, 20 %o
de saccharose ; Fig. 3, 40 %0 de saccharose ; Fig. 4, 60 %, de saccharose ; Fig. 5, 80 %o
de saccharose ; Fig. 6, 100 %o de saccharose ; Fig. 7, 120 %o de saccharose ; Fig. &,
140 %o de saccharose ; Fig. 9, 160 %o de saccharose ; Fig. 10, 180 %o de saccharose ; Fig.
11, 200 %o de saccharose ; Fig. 12, bouton de la concentration 60 %, avec réversions flo-
rales survenues aprés 75 jours de culture (appauvrissement du milieu) ; Fig. 13, 14 et 15,
boutons de l'expérience "sans pédoncule” sur milieux F + 80, 160 et 180 %o de saccharose,
la floraison est plus rapide, mais on ebserve beaucoup de fleurons anormaux (respectivement
8 fl. normaux ; & fl. normaux et 17 anormaux ; 28 normaux et 20 anormaux) ; Fig. 2a et 2D,
forme de cal (6 jours et 15 jours) sur milieu additionné de 20 %o de saccharose ; Fig. 3a,
3b, forme du cal (6 jours et 15 jours) sur milieu additionné de 60 & 160 %o de saccharose.




Planchellll



Planche IV -

Effets du glucose.

Fig. 1g, milieu F, Témoin (& 14 jours) ; Fig. 2g, milieu F + 40 %o

de glucose ; Fig. 3g, milieu ¥ + 8C %o de glucose, épanouissement faible, fleurons anormaux,

beaucoup de boutons meurent.

Effets du fructose.

Fig. 1 & 13, boutons floraux sur milieu F additionné de O & 120 %o de
fructose aprés 23 jours de culture ; Fig. 1, Témoin (milieu F) ;'Fig. 2 et 3, milieu ¥ +
20 %o de fructose (3 9 et 23 jours) ; Fig. 4 et 5, milieu F + 40 %o de fructose : Fig. 6, 7
et 8, milieu F + 60 %o de fructose ; Fig. 9, milieu F + 80 %o de fructose ; Fig. 10 et 11,
milieu F + 100 %o de fructose : Fig. 12 et 13, milieu F + 120 %o de fructose ; Fig. 14 &
24, méme expérience sur 1l'effet du fructose, mais a 28 jours de culture ; Fig. 14, milieu
F' + 40 %, de fructose ; Fig. 15, milieu F + 60 %; de fructose ; Fig. 10, 17, 18 et 19,
milieu F + 100 %, de fructose ; Fig. 20, 21 et 22, milieu F + 120 %o de fructose ; Fig. 23,
milieu F + 180 %o de fructose ; Fig. 24, milieu F + 200 %o de fructose.




Planche |V



Planche vV -

iffets de 1'acide <X naphtyl acétique (Fig. 1a & 5a)

Fig. la, Témoin ; Pig. 2 et 3a, milieu de base + ANA 107 2 6 jours ;
Fig, 4a, + aNA 10"5(remarquer le plissement transversal de 1'épiderme du pédoncule ; Fig,
5a, + ANA 10° —4 (remarquer la courbure du pédoncule).

Effets de 1l'acide 2,4 dichlorophénoxyacétique (Fig. 1 & 15)

Fig. 1 et 2, Témoin (tumorisation & 7 jours) ; Fig. 3, 2,4-D 2,107°
(remarquer la tumorisation du pédoncule et 1'apparition des racines déja & 7 jours) ; Fig.
4,.2,_4-1)_':7.10"6 (& 7 jours, tumorisation dissymétrique) ; Fig. 5, Témoin & 11 jours (tumo-—
risation) ; Fig. 6 & 11, tumorisation et rhizogendse & la concentration 2.10-6 au bout de
7 jours (6), 11 jours (7-8), 30 jours (9), 72 jours {10) et 98 jours (11) ; Fig. 12, bou-
tons des fortes coneentrations (10‘5), le pédoncule est tuméfié et plissé, une racine des-~
cendue du bouton s'est tuméfide & son tour & son extrémité ; Fig, 13 et 14, boutons aux
concentrations 5.10=6 3 65 jours et 107> & 50 jours (remarquer les racines aériennes)
Fig. 15, bouton de l'expérience "“sans pédoncule" concentration 2,4 D 5.10~0 (deés racines
se forment sur les bractdes).

Effets de 1l'acide 2,3,5 triiodobenzoique (Fig. 16 a 22)

Fig. 16, Témoin sans TIB (& 14 jours) ; Fig. 17 et 18, TIB 1,25.10-9 ;
Fig. 19, TIB 2,5, 103 (remarquer la courbure du pédoncule) ; Fig. 20, TIB 5,10~5 (peu d4'épa-
nouissement, pas de cal) ; Fig. 21, TIB 7950 10~5 inhibition, développement fleurons femelles
et de la formation du cal ; Fig. 22, + TIB 1,25.10-4, augmentation légére du diametre du
bouton.




Planche V



Planche vIi -

Fig. 1, Primordia floraux d'un bouton en survie, sur un milieu de
Nitsch Ny additionné d'oligo-éléments selon Nitsch (119), d'acide glutamique,de pantothénate
‘de calcium, de thiamine (mémes proportions que dans le milieu F) et de 30 % de saccharose
aprés un an et demi de culture. Les ébauches florales (dessin du 30 avril 1959) n'ont pra-
tiquement pas évolué, leur nombre est resté faible, une cinquantaine.

Effets des combinaisons kinétine + AIA.

Fig. 2, bouton sur milieu F additionné de kinétine
10~® ; Fig. 3, bouton, mme expérience kinétine 10~° + AIA 10-8 ; Fig. 4, kinétine 106 +
AIA 10-7 ; Fig. 5, kinétine 10-6 + AIA 10-6 ; Fig. 6, kinétine 10~® + AIA 10~°. Aux concen—
trations 10-8 & 10-6, 1'ALi stimule la floraison, légérement inhibéde par la kinétine a 10‘6,
et rétablit la tumorisation de 1'extrémité des pédoncules.
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Planche VI



Planceche vVIii -

Chrysanthéme var. Souvenir de Georges Péchou du commerce avec drageons
dormants & la base (fléches) ; Fig. 2, mBme variété déshabituée du froid aprés culture pen-
dent plusieurs années en jours longs a + 18°C, les drageons a la base se développent ; Fig.
3, capitule vu en section longitudinale et au-dessus, on voit l'implantation des fleurons
sur le réceptacle ; Fig. 4, le bouton floral greffé (plante de droite) sur un sujet induit
a fleurs s'est développé mais avec uvn léger retard par rapport au bouton d'une plante in-
tacte (témoin & gauche) ; Fig. 5, plante chez laquelle le traitement par les jours longs
a été trop prolongé, il s'est déveloopé un bouton couronne, les boutons satellites sont
accompagnés de bractées qui se développent jusque dans le capitule (voir planche IX) ; Fig.
6, a droite, 2 plantes traitées selon la méthode normale, il faut attendre quelques jours
(plante de gauche) pour que les pédoncules allongés de,15 mm puissent permettre le préle-
vement. :







Fig. 1, Section longltudlnale dans un jeune bouton de chrysantheme,
5 Jours aprés le:-début de l'action des jours courts, les bractées étroitement serrées en-
tourent et protegent le réceptacle ; la surface du récevtacle a la forme d'un cbne arrondi
au sommet et & la base tres évasée, on remarque la concentration en acides nucléiques
points blancs)des couches cellulaires les plus externes du réceptacle ; Fig. 2, section
précédente grossie, la surface du réceptacle est lisse, il n'y a aucune fleur ; Fig. 3,
quelgues jours aprés, la surface du réceptacle est ondulée, chaque bosse représente le
centre générateur d'une fleur (fléche), les premiéres ébauches commencent & apparaitre &
la périphérie et la formation des primordia gagne peu & peu le centre du réceptacle (som—
met). Ici, des centres générateurs ont commencé & individualiser des mamelons, mais il
subsiste encore une zone aplatie au centre.
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Planche IX -

Fig. 1, Section longitudinale dans un bouton floral (standard) 18
jours aprés la mise des plantes en jours courts. Le prélévement a lieu dix jours aprés. On
remargue les évbauches florales de moins en moins différencides en allant vers le centre du
réceptacle ; Fig. 2, partie de la section d'un récentecle d'un bouton ayant recu un traite—
ment par les jours longs trop prolongés avant le traitement var les jours courts. Entre les
ébauches florales f, se sont formées des bractées (fléches) (fixation Navashine, coloration

Hématoxyline Heidenhain).







Planche X -

Fig, 1, Culture "in witro" de boutons floraux sur un milieu nutritif
renfermant une solution nutritive de Knop additionnée de 30 %o de saccharose ; Fig. 2, bou-
tons floraux cultivés sur solution de Knop.additionnée de 80 %o de saccharose ; Fig. 3,
boutons floraux cultivés sur un milieu renfermant la solution F avec 30 %o de saccharose,
quelques fleurons arrivent a se dégager mais ils "'réversent" ; Fig. 4, boutons cultivés
également avec la solution F, mais avec 80 %o de saccharose, les fleurons femelles s'épa~
nouissent chez 3% & 55 % des boutons, mais les fleurons hermaphrodites meurent.







Planche X1 -

Effet de 1'acide(h indolyl-acétique.
\

Pig. 1, milieu de base + AIA 10-8 (identique au Témoin sans ATA non
représenté) ; Fig. 2, milieu de base + AIA 10~-7, cal aplati a 1'extrémité des pédoncules
avec formation parfois le long du pédoncule plongeant dans la gélose de tumeurs noduleuses;
Fig. 3, milieu de base + AIA 10~®, mdmes caractires de la tuméfaction gue pour le traite-
ment précédent, mais formation de nombreuses racines fines et courtes et néoformation de
bourgeons végétatifs (fléche) sur le pédoncule ; Fig. 4, milieu de base + AIA 10'5, généra—
lisation de la tuméfaction, la partie du pédoncule plongeant dans la gélose devient conique
et rougeftre. Remarquer 1'inhibition de la floraison (Echantillonnage : les quatre boutons
les mieux fleuris de chaque série-traitement).







Planche XI1 -~

Effets de 1'acide {* indolyl-acétique.
N\

Fig. 1 (fin de 1'expérience Planche XI), milieu de base + AIA 10-%4,
Pédoncule court entiérement tuméfié avec parfois production de nombreuses racines ; aucuie
floraison.

Effets de la kindétine seule (Expérience boutons sans pédoncule).

Fig. 2, a4 gauche deux témoins sur milieu de base sans kinétine, 1'un
avec racines, & droite, bouton de la concentration 10‘6, la faible proportion de pédoncule
laissée s'est tuméfiée,

Effets de 1'acide gibbérellique.

Fig. 3, Témoin, milieu de tase sans gibbérelline ; Fig. 4, milieu de
base + acide gibbérellique 10-5 ; Fig. 5, milieu de base + acide gibbérellique 10‘5, remar—
quer l'allongement du pédoncule jaunftre quatre & huit fois supérieur au témoin et la forme
particulidre de la tuméfacticn & 1'extrémité des pédoncules ; Fig., 6, développement d'une
tumgur & cellules foisonnzntes sur un bouton mort en fin d'expérience acide gibbérellique
1077,

Effets de la kinétine + AIA (Expérience sans pédoncule). A rapprocher
des Fig. 2 a 6 - Planche VI.

Fig. 7, boutons sur milieu de base, kinétine 1076 + AIA 10-5 & gauche
au début de 1l'expérience, a droite en fin d'expérience vue de profil ; Fig. 8, boutons de
la figure précédente grossis deux fois, les bracides ont été sectionnées pour montrer les
fleurons & l'intérieur du bouton en début d'expérience (& gauche). Remarquer 1'augmentation
du diametre du réceptacle et des fleurons en fin d'expérience (95 jours) Au centre du capi-

tule, une zone claire indique un groupede fleurons encore en évolution.







Planche X111 -

Combinaison gibbérelline-kinéline.

Fig. 1, acide gibbérellique 10-6 + kinétine 107 ; Fig. 2, acide gib~
bérellique 10~ 4+ kinétine 10-6 ; Fig. 3, acide gibbéreliique 10~6 + kinétine 1C~4 (remar-
quer la diminution de la grosseur du cal a 1'extrémité du pédoncule, 1'inhibition de la
croissance du pédoncule et de la floraison ; Fig. 4, photographic de la série d'une autre
expérience (répétition) de gauche a droite, Témoin (gibbérelline seule), GA 10~® + X 10-8,
Ga 107® + X 107, Ga 107© + X 106, Ga 1076 + ¥ 1075, Gi 1076 + K 104. Le vhotographie a
été prise plus tardivement que les trois précédentes, de sorte que 1'inhibition de la flou-—
raison par la kinétine a &té progressivement levée, excepté chez le bouton Ga 1(=0 + K 10-%.







Planceche X1V -

Réversions florales.

Fig. 1, réversions obtenues au bout de 81 jours sur milieu de base
avec 30 % de saccharose au lieu de 80 ; Fig. 2, réversions de fleurs sur boutons sans
pédoncule aprés vieillissement du milieu & gauche en jours courts 9 h, & droite en jours
longs 24 h ; Fig. 3, réversions sur boutons sans pédoncules cn jours courts, milieu F
avec 3C %o de saccharcse, de gauche % droite ala 1077 + gibbérelline 10-7 5 AIA 1077 +
gibbérelline 10~7 + kinétine 10-7 ; gibbérelline 10~7 + kindtine 10~ ; Fig. 4, milieu F
(80 %o saccharose) + kinétine 10-7. Réversion surfloraison {(bouton en dehors du champ de
la photographie) Remarquer la néoformation de fleurasur le cal du pédoncule (fléches).







Planche Xv -

Présence d'un inhibiteur puissant chez les chrysanthémes en voie de
floraison (explications dans le texte).









