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Problémes liés a 1a production de porte-greffe
d’arbres fruitiers par multiplication in vitro.

INTRODUCTION

Le nombre de laboratoires qui se montent actuellement
pour la production industrielle de plants par multiplication
végétative in vitro prouve que l'intérét de cette technique
n’est plus a démontrer. Le fraisier est actuellement I’exemple
typique de I'importance que peuvent prendre ces méthodes
dans un schéma de production de plants (en France, la
totalité des pieds-méres des variétés certifiées est produite
par multiplication in vitro).

En ce qui concerne les especes fruitiéres, et notamment
pour certains porte-greffe du pécher (INRA GF 677, INRA
GF 655.2, INRA GF 43, D 1869), du pommier (M 26,
M 27), du cerisier (F 12.1), les techniques paraissent
actuellement au point. Elles font déja, de la part de certains
laboratoires, I’objet d’une production industrielle. (En 1980,
production de 80.000 plants de GF 677 par multiplication
in vitro. Pour 1981, les prévisions sont supérieures a
200.000 plants).
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RESUME - Les techniques de multiplication végétative in vitro sont
de plus en plus utilisées pour la production commerciale de porte-
greffe. Cependant, un certain nombre de problémes se posent qui
peuvent placer cette méthode de production a la limite de la
rentabilité.

Ces probléemes sont, soit techniques : plants «vitreux», importance et
qualité de I’enracinement, soit économiques : prix de revient.

Toutefois, un certain nombre de problémes se posent qui
rendent délicate I'utilisation de cette technique de multipli-
cation.

PROBLEMES POSES PAR L’UTILISATION
DE LA MULTIPLICATION IN VITRO

Bien qu’ils soient trés liés entre eux et que tout probléme
technique aura une incidence économique, ils peuvent étre
classés en deux catégories :

- problémes techniques,
- problémes économiques.

Problémes techniques.

Ils se rencontrent au cours des différents stades de la
muitiplication, soit pendant les phases de production in
vitro proprement dites ;plants «vitreuxy», qualité de 1’enra-
cinement, soit lors de ’acclimatation des plants en serre.
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e Plants «vitreux» ou «vitrescentsy.

Ces termes sont ceux qui sont utilisés par la majorité des
laboratoires pour désigner certains symptomes. Nous conti-
nuerons a les appeler ainsi bien qu'ils soient jugés inexacts.

Ce symptome qui apparait généralement pendant la phase
de multiplication a été signalé par de nombreux laboratoi-
res. Les plants prennent un aspect «vitreux». Les feuilles,
de couleur vert foncé et luisantes, se recourbent, deviennent
cassantes et translucides. L’importance des dégats semble
augmenter avec le nombre de cultures sur le milieu prolifé-
ration, plus ou moins riche en cytokinine. Dans la majorité
des cas, les plants présentant ces symptomes se bloquent et
ne sont pratiquement plus utilisables pour la suite de la
multiplication. On observe quelquefois un certain rétablisse-
ment du végétal lorsque celui-ci est placé sur un milieu sans
auxine et sans cytokinine. Ce type d’accident a été observé
sur le GF 677 mais également sur différents porte-greffe du
cerisier et du pommier.

De nombreuses hypothéses ont été émises quant a 1’origi-
ne de ces symptomes : milieu trop riche, toxicité de l'ion
NH4, densité trop importante dans le bocal, production
d’éthylene, mauvaise adaptation des bocaux de culture,
toxicité par accumulation dans le végétal de certaines
substances de croissance (cytokinine). Des travaux récents
montre que ’apparition de ce type de symptome serait lié
au potentiel hydrique du milieu (DEBERG et al. 1981),
alors que d’autres auteurs confirment le role prépondérant
que jouerait I'ion NH4 , peut-étre en corrélation avec d’au-
tres éléments, dans I'apparition de ce phénomene (BEAU-
CHESNE, 1981).

- D’autres observations ont été faites par différents auteurs
sur des techniques permettant sinon d’éliminer du moins de
réduire la gravité de ces symptomes. ZUCCHERELLI (1979)
montre que I’adjonction de pectine alimentaire au milieu de
culture réduirait 'importance des plants «vitreux» . DRUART
(1980) signale que le passage du mateériel végétal en cham-
bre froide a plus ou moins 2°C pendant un mois environ
limiterait I’apparition de tels symptomes.

Toutefois, ces résultats ne permettent pas d’expliquer en
totalité ce phénomene, probablement trés complexe du fait
du nombre de facteurs pouvant interférer entre eux.

Les recherches doivent donc se poursuivre car, cela condi-
tionne, pour un laboratoire qui doit produire, le maximum
de plants, le nombre de multiplications que 1’on peut effec-
tuer et donc la périodicité du renouvellement des souches.
Tant que ce probléeme ne sera pas complétement résolu, il
sera difficile de planifier correctement une production de
plants.

e Qualité de I’enracinement.

L’enracinement in vitro est sans doute la phase la plus
difficile a maitriser, car il faut considérer non seulement le
pourcentage de plants racinés, mais également la qualité de
I'enracinement obtenu, qui va conditionner en partie la
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réussite au cours de la phase d’adaptation en serre.

Ces résultats dépendent entre autre de la richesse des
milieux de culture en éléments minéraux et en auxines, mais
également de la phase précédant la phase enracinement. Il
est possible par 'utilisation de certaines techniques d’ame-
liorer le pourcentage et la qualité de I’enracinement, soit par
le passage par une phase d’allongement, soit par un séjour
limité des plantules sur le milieu contenant |’auxine.

Passage par une phase dallongement.

Dans certains cas, il est possible de passer directement du
milieu multiplication au milieu enracinement : GF 677
LV 30 par exemple. Cela devient pratiquement impossible
avec d’autres porte-greffe tels que GF 655.2, GF 1380. On
doit alors passer par un stade intermédiaire : I’allongement
(ZUCCHERELLI, 1979 ; DRUART, 1980).

Le merisier F 12-1, porte-greffe du cerisier donne, pen-
dant la phase de multiplication, des touffes de plantules
assez petites et hétérogenes qu’il est difficile de manipuler
et de raciner.

Le passage des touffes sur un milieu de culture sans auxi-
ne ni cytokinine pendant 2 a 3 semaines va permettre
d’obtenir des plantules plus homogeénes qui seront plus
réactives au stimulus auxinique de ’enracinement. C’est ce
qui ressort du tableau 1 qui montre I'importance de la
phase d’allongement : augmentation de prés de 30 p. 100
du rendement en plantules racinées mais également meilleu-
re qualité de I'enracinement et meilleure homogénéité des
microboutures qui permettent d’obtenir une meilleure repri-
se en serre.

Sejour limite des plantules sur le milieu contenant
l'auxine.

Plusieurs auteurs ont signale cette technique pour amélio-
rer la qualité de I’enracinement chez certains portegreffe
(D.J. JAMES et 1.J. THURON, 1979 ; 1. SNIR et A. EREZ,
1980). Elle consiste a placer les microboutures pendant une
durée de 4 a 8 jours sur le milieu contenant ’auxine puis de
les transférer sur le méme milieu sans auxine. Cela permet-
trait, aprés que l'induction racinaire ait eu lieu en présence
de l'auxine, de supprimer ’effet plus ou moins inhibiteur
sur I'allongement des racines de cette méme auxine.

L’utilisation de cette technique n’augmente pas d’une
facon importante le pourcentage de plants racinés mais
améliore la qualité de I’enracinement (suppression de cal),
ce qui permet d’obtenir en serre une meilleure reprise.

Les observations effectuées montrent que, dans ’ensem-
ble, lorsque le systeme racinaire obtenu est bien développé
avec un nombre de racines suffisant (4-5 par bouture), la
reprise se trouve améliorée de 15 a 50 p. 100 selon les espe-
ces.

e Acclimatation des plantes en serre.

L’acclimatation des plants en serre représente également
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Figure 3 - Enracinement obtenu avec le clone M du Paradis
jaune de Metz. A droite, maintien sur un milieu avec
1 mg/l d’A.I.B. A gauche, passage pendant 5 jours sur le
milieu avec 1 mg/l d’A.I.B. puis transfert sur un milieu sans
auxine.

Figure 2 - Aspect de touffes enfin de phase de multiplication
a droite, d’allongement a gauche. Au centre, taille des
plantules obtenues apres éclatement d’une touffe en fin de
multiplication.
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une phase délicate a maitriser, un certain nombre d’acci- Reprise au repiquage.
dents pouvant survenir tels que mauvaise reprise au repiqua-

ge et blocage des plants racinés Les jeunes plants, a la sortie des bocaux, sont tres fragiles.

Ils doivent étre placés a l’étouffée avec une hygrométrie
voisine de la saturation, a une température moyenne de

TABLEAU 1 - Incidence de la phase d’allongement sur I’enracinement in vitro du F 12.1 (essai effectué sur
une série de 200 plants par traitement, culture en bocaux de 500 ml).

Auxines utilisées (1) Avec ou sans p. 100 plants racinés . p.- 100 reprise en crre
en mg/l allongement Observations
AlLBs: 02 S.A. (2) 66,6 3-4 racines longues, absence 29,2
de cal. Taille des plantules
hétérogene.
AlB% 02 A.A. (2) 95,4 4-5 racines, absence de cal. 80,4
Taille des plantules homogéne.
AIB: 1 S.A. 91,6 6-8 racines trés épaisses, 50,2

courtes, cassantes, présence de
cal important. Taille des
plantules hétérogene.
Repiquage en serre difficile.

AIB: % AA. 89,4 6-8 racines, pas de cal. Taille
des plantules homogeéne.

(1) - Milieu de culture utilisé : macro et microéléments proposés par G. NEMETH lors de la table ronde sur les
multiplications in vitro Gembloux, 6-8 juin 1978.
(2) - S.A. : sans phase d’allongement A.A. : avec phase d’allongement.

TABLEAU 2 - Incidence sur la qualité de ’enracinement d’un clone de Paradis jaune de Metz (clone M)
par passage sur un milieu avec auxine, puis transfert sur un milieu sans auxine.
(essai effectué sur une série de 100 plants par traitement).

Auxines utilisées en mg/1 | traitements p. 100 plants racines observations p- 100 reprise
en serre
IBAS 1 S.A. 73 . " ,
LBA.: 1 AA 84 racines trés courtes, présence de cal. 56,8
IBAGE 1L 5 jours puis 74 racines blanches, longues, fines 70,2
transfert sur (4-7 par plantule, absence de cal).
milieu sans
auxine

TABLEAU 3 - Influence du substrat sur la reprise en serre d’un clone de Paradis jaune de Metz (clone M).
(essai effectué sur 330 plants par traitement).

Mélanges 50-50 pH Conductivité en mS/cm Reprise en p. 100 Observations
Tourbe 6,7 0,6 39,9 mélange trop compact.
Tuf volcanique (1)
Tourbe 5,2 11 65,4 mélange bien aéré, un peu trop de
vermiculite vermiculite, tendance au dessechement.
Tourbe 7,3 0,8 49,6 mélange bien aéré mais blocage
Galex (2) probable de certains éléments par
le Galex.

(1) - couche se situant au-dessus de la Pouzzolane dans les carriéres
(2) - Laitier de hauts fourneaux.
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TABLEAU 4 - Incidence du passage par une phase d’allongement sur 'augmentation des heures de main-d’oeuvre.

sans phase d’allongement

temps passé [nbre de plants/h

avec phase d’allongement

temps passé [nbre de plants/h

Incidence en p. 100 de la phase
d’allongement sur la main-d’oeuvre

GF 655.2

8.650 plants produits 114 h 75,8
F12.1

3.500 plants produits 37h 61,4

148 h

80 h

58,4 plus 29,8

43,7 plus 40,3

20-220. La nature du substrat utilisé est également trés
importante pour 'obtention d’un pourcentage de reprise
éleve.

En fonction de ces résultats, on s’oriente actuellement
vers 'utilisation d’un mélange tourbe-vermiculite-pouzzolane
dans les proportions de 50-30-20 de facon a avoir un
substrat un peu plus filtrant.

Blocage des plants.

Apres la reprise, on peut observer dans certains cas, des
plants dont la croissance s’arréte et qui paraissent entrer en
dormance. Ce blocage peut intervenir tres tot apres la sortie
des plants en serre, ou un peu plus tard en cours de végéta-
tion. Dans le premier cas, les plantes restent en rosette et
présentent en général un bourgeon terminal gonflé. Il arrive
quelquefois qu’un bourgeon situé en-dessous du bourgeon
terminal parte en végétation. Il est alors a tendance forte-
ment plagiotrope.

L’origine du blocage n’est pas parfaitement défini. Les
pourcentages de plants présentant ce type d’accident sont
trés variables selon les séries. Ils ont été dans nos essais de
14 p. 100 pour Damas 1869, de 20 p. 100 pour de I’'aman-
dier-pécher GF 677 et de prés de 80 p. 100 pour une série
de Saint Julien GF 655.2.

Problémes économiques.

En plus des difficultés rencontrées par le laboratoire pour
respecter le calendrier de production, les problémes écono-
miques découlent, en partie, des points énoncés ci-dessus.

En effet, il ne faut pas perdre de vue que, dans le cadre
d’une production commerciale, I'impératif numéro un est de
produire le maximum de plants au prix de revient le plus
faible. Or, dans ce systéme de production, la main-d’oeuvre
représente une part trés importante du prix de revient (prés
de 70 p. 100 pour un plant de fraisier). Toute manipulation
supplémentaire telle que le passage par une phase d’allonge-
ment par exemple, méme si elle apporte une amélioration,
va augmenter le prix de revient du plant. La technique de

production de plants par multiplication in vitro peut de ce
fait atteindre la limite de la rentabilité pour certains porte-
greffe par rapport aux techniques classiques de production.

Pour essayer de chiffrer I'incidence du passage par une
phase d’allongement sur le prix du plant, un essai de pro-
duction de plants a été fait avec deux porte-greffe, GF
655.2 et F. 12.1 avec enregistrement des temps de travaux.

Pour chaque phase, les temps de travaux comprennent le
temps passé pour la préparation des milieux, le temps passé
pour le repiquage des plants dans les bocaux et pour le tri
des plants, le conditionnement en barquettes de 1.000
plants. On a pris comme hypothése que dans les deux cas
(avec ou sans allongement), les pourcentages de plants raci-
nés obtenus étaient identiques.

Dans le cas de GF 655.2, le passage par une phase d’al-
longement (qui est pratiquement obligatoire pour ce porte-
greffe), augmente de 29,8 p. 100 le temps de main-d’oeuvre.
Pour le F 12.1, 'augmentation est de 40,3 p. 100.

Il est nécessaire de voir maintenant si ’'augmentation du
prix du plant que 1’on enregistre est compensé par I’amélio-
ration de la reprise en serre (essai actuellement en cours).

CONCLUSIONS

Les techniques de multiplication in vitro, lorsqu’elles
sont parfaitement mafitrisées, offrent de grandes possibilités
pour la production de plants, tant par la rapidité de la
multiplication que par la qualité du matériel obtenu. Tou-
tefois, ces techniques treés intéressantes du point de vue
économique pour certains porte-greffe difficiles a produire
(taux de multiplication trop faible, bouturage difficile),
peuvent, dans certains cas, devenir limite du point de vue

tion.
Enfin, il faut attendre les résultats des essais qui sont

actuellement en place pour mieux connaitre le comporte-
ment en verger du matériel ainsi multiplié.
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