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Multiplication in vitro par néoformation
chez I'’Actinidia deliciosa, cultivar Hayward.

Fredérigue SAMMARCELLI et J.-M. LEGAVE*

IN VITRO MULTIPLICATION BY NEO-FORMATION IN
ACTINIDIA DELICIOSA,CV. <cHAYWARD».

Frédérique SAMMARCELLI and J.-M. LEGAVE.
Fruits, Jul.-Aug. 1990, vol. 45, n° 4, p. 393-401.

ABSTRACT - In vitro multiplication by neo-formation of cv. Hay-
ward’ can be carried out for almost a year using ligneous or herba-
ceous internodes and for a shorter period of time using petioles. The
nature of the explant does not seem to affect the neo-formation rate
but it does affect the speed of organogenesis. The use of longitudinal-
ly sectioned explants distinctly decreases the time required for the
neo-formation process. However, a callogenesis phase preceded
organogenesis in every case. High neo-formation rates were only
obtained on Murashige et Skoog medium containing a mg 1™ of zeatin.
High rooting rates were only obtained from shoots which had un-
dergone an elongation phases followed by very short root induction
onIBA (20 mg l“l) followed by a root elongation phase. The final
acclimatisation phase seems delicate although satisfactory rates of
success were obtained with fogging and in miniature greenhouses
with an aerated substrate: It can be hoped to obtain 3 to 4 acclima-
tised plants in less than four months by combining all these techni-
ques.

INTRODUCTION

La culture du kiwi s’est développée de facon importante
depuis quelques années en France et plus particulierement
en Corse, essentiellement a partir du cultivar Hayward. La
création d’une gamme variétale d’intérét agronomique
apparait donc indispensable pour mieux assurer ’avenir de
cette culture. Une des voies possible est la création de mu-
tants du cultivar Hayward. Par rapport & I’amélioration par
voie sexuée, la mutagenése induite présente ’avantage d’une
part, d’éviter le passage par une phase juvénile relativement
longue et d’autre part, de conserver en général les qualités
du cultivar initial tout en I’améliorant (GOTTSCHALK
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RESUME - Une multiplication par néoformation in vitro du cultivar
Hayward peut étre obtenue pratiquement tout au cours d’une année
a partir d’entre-noeuds ligneux ou herbacés et sur une période plus
restreinte a partir de pétioles. La nature de I’explant ne semble pas
influencer le taux de néoformation mais elle a par contre une influen-
ce sur la rapidité de l’organogenése. Ainsi l'utilisation d’explants
sectionnés longitudinalement diminue sensiblement le temps néces-
saire au processus de néoformation. Toutefois dans tous les cas une
phase de callogenese précéde la phase d’organogenése.

Des taux élevés de néoformation n’ont été obtenus que sur un milieu
de culture contenant les minéraux de Murashige et Skoog associés
a de la zéatine a 1 mg 1"

Des taux élevés d’enracinement n’ont été également obtenus qu’a
partir de pousses ayant subi une phase d’allongement puis une trés
courte induction racinaire a I’AIB (20 mg J‘l) suivie d’une phase
d’allongement racinaire.

La phase ultime d’acclimatation apparait délicate, bien que des taux
de réussite tres satisfaisants aient été obtenus sous brumisation ou en
miniserres en utilisant un substrat aéré.

En associant I’ensemble de ces techniques on peut espérer obtenir
3 a 4 plants acclimatés par explant mis en culture en moins de quatre
mois.

et WOLFF, 1983). Cette méthode présente en revanche
I’inconvénient majeur de conduire trés fréquemment a
I’obtention de chiméres, ce qui ne favorise pas I’expression
et la stabilité des mutations induites. Pour limiter, voire
contourner cette difficulté il faut rechercher des techni-
ques permettant une multiplication & partir d’un massif
cellulaire réduit, voire d’une seule cellule (BROERTIJES
et VAN HARTEN, 1978). Divers travaux ont montré
qu’une multiplication par néoformation aprés traitement
mutagéne en limite I'importance (DURON et DECOUR-
TYE, 1986). Par ailleurs une multiplication par néofor-
mation aprés mutagénése ne devrait pas conduire systé-
matiquement a I’expression de mutations défavorables ac-
compagnant les mutations recherchées, contrairement a
une multiplication a partir d’une seule cellule qui conduit
théoriquement a des isomutants et donc & une expression
systématique des mutations dominantes défavorables.
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Dans le cas de ’Actinidia deliciosa une multiplication
par néoformation semble assez aisée en utilisant la culture
in vitro. Ainsi elle peut étre obtenue & partir d’explants
trés variés : fragments d’entre-noeuds ou d’écorce (HARA-
DA, 1975 ; HIRSCH et BLIGNY-FORTUNE, 1979 ; GUI,
1979 ; GUl et XU, 1982 ; BARBIERI et MORINI, 1987
et 1988), de pétioles (PAIS er al., 1987), de racines (HA-
RADA, 1975), de racines issues de filets staminaux (TRI-
PATHI et SAUSSAY, 1980), d’albumen (GUI er al., 1982
de feuilles obtenues in vitro (PREDIERI er al., 1988).

Diverses cytokinines et I’'influence de leurs concentra-
tions ont été testées ; la zéatine a la concentration de
1 mg 17! apparaissant tout particuliérement efficace aussi
bien pour la prolifération de cal que pour I’organogenése
de pousses (HARADA, 1975 ; GUI, 1979 ; MANNINI
et RYUGO, 1983 ; WESSELS eral, 1984 ; LEVA, 1986 ;
PAlSetal., 1987 ; GONZALEZ et al., 1987).

Dans certains travaux les pousses sont allongées avant la
rhizogenese. L’utilisation de la BAP a 2 mg i7" semble

favoriser cet allongement (WESSELS ez al., 1984).

Pratiquement dans tous les cas I’enracinement est réali-
sé par induction puis allongement racinaire, I’hormone la
plus utilisée pour la phase d’induction étant I’AIB (HARA-
DA, 1975 ; GUI, 1979 ; STANDARDI, 1981 ; WESSELS
et al., 1984 ; MONETTE, 1986 ; PAIS er al., 1987). L’uti-
lisation de charbon actif dans le milieu d’allongement ra-
cinaire est préconisée a une concentration d’environ 5 g
1! par HARADA (1975) et GUI (1979). A une concentra-
tion trés nettement supérieure de 100 g I"¥ VELAYAN-
DOM er al (1985) ne notent aucun etfet bénéfique du
charbon actif. D’une facon générale l’enracinement ne
semble pas poser de grandes difficultés ; en revanche la
phase suivante d’acclimatation, quand elle est décrite,
parait étre assez délicate a maftriser. Les résultats a ce stade
différent en effet sensiblement d’un auteur a l’autre. Ainsi
des taux faibles d’acclimatation (11 a 30 p. 100) ont été
obtenus par STANDARDI (1981), WESSELS et al. (1984)
et PREDIERI er al. (1988) alors que des taux de réussite
assez €levés (90 2 95 p. 100) sont présentés par STANDAR-
DI (1983) et MONETTE (1986).

A partir de I’ensemble des données bibliographiques,
nous avons cherché a préciser et mafitriser les différentes
étapes d’une méthode de multiplication par néoformation
permettant d’obtenir un maximum de plantes acclimatées
dans un minimum de temps pour un nombre initial d’ex-
plants donné. Un programme de mutagenése doit en effet
porter sur un effectif de plantes relativement élevé et la
croissance des pousses doit étre la plus rapide possible pour
favoriser au mieux I’extension des colonies cellulaires
mutées.

MATERIELS ET METHODES

Trois types d’explants ont été retenus : fragments
d’entre-noeuds herbacés ou ligneux et pétioles entiers. Ce
choix a été guidé par une relative facilité a disposer de ces
explants. Tous les prélévements ont été effectués sur deux
lianes adultes du cultivar Hayward.
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Désinfection.

- badigeonnage au mercryl laurylé,

- trempage dans ’alcool 4 70° pendant S minutes,

- immersion dans du benlate & 10 g 17! additionné de tween
20 pendant 60 minutes,

- immersion dans une solution d’hypochlorite de sodium a
48° chloré pendant 30 minutes pour les entre-noeuds
ligneux et 5 minutes pour les entre-noeuds herbacés et
les pétioles,

- cinq ringages a ’eau stérile.

Mise en culture.

Aprés désinfection les entre-noeuds sont pelés et débi-
tés en troncons d’environ 2 cm de long ; les pétioles ne sont
que légerement pelés et également tronconnés. Dans tous les
cas les différents fragments sont ensuite placés horizontale-
ment sur le milieu de culture, soit entiers, soit sectionnés
longitudinalement. Dans ce dernier cas, la face externe de
I’explant est placée en contact avec le milieu.

Milieux de culture.

Pour tous les milieux le pH est ajusté a 5,7 avant I’addi-
tion de la gélose et la stérilisation a I’autoclave est réalisée a
120° pendant 20 minutes.

Le choix des différents milieux testés a été déterminé a
partir des meilleurs résultats mentionnés dans la bibliogra-
phie en cherchant toutefois a préciser I'influence de quel-
ques facteurs susceptibles d’améliorer la méthode.

Milieux de callogenése et de néoformation.

Le milieu de base comprend les macro et microéléments
de MURASHIGE et SKOOG (1962), 2 p. 100 de glucose
et 0,7 p. 100 de gélose. Ce milieu sera noté MB dans tout le
texte suivant. Différentes cytokinines ont €té ajoutées a
ce milieu de base : la BAP, la kinétine et ’IPA aux concen-
trations de 1, 5 et 10 mg I'! ainsi que la zéatine aux concen-
trations de 0,5,1,1,5et 2 mg1?!.

Quel que soit le milieu testé, deux repiquages successifs
ont systématiquement été pratiqués respectivement a 30
et 60 jours aprés la mise en culture. Seuls les cals ont été
repiqués et ont progressivement donné naissance a de jeunes
pousses prélevées tous les S jours dés l’apparition de la
premiére afin de favoriser la néoformation et la croissance
d’autres pousses.

Milieu d’allongement.

Les pousses prélevées, longues d’environ | c¢m, sont
allongées sur le milieu MB additionné de BAP a 2 mg 1"

Milieux d’induction et d’allongement racinaire.

Plusieurs techniques ont été testées :

- celle décrite par VELAYANDOM et al. (1985) qui prati-
quent une induction de 48 h en milieu liquide (solution de
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KNOP diluée de moitié et additionnée d’AIB a 1 mg 1'}) .
L’allongement est effectué sur un deuxiéme milieu liquide
(KNOP dilué de moitié, microéléments de HELLER et 2 p
100 de glucose).

- une induction pendant environ trente secondes dans une
solution d’AIB a 20 mg 1! (STANDARDI, 1983) et un
allongement sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG
dilué de moitié, additionné de 1 p. 100 de glucose et 0,5 p.
100 de charbon actif (GUI, 1979).

- une induction identique a celle de la deuxieme technique
testée, suivie d’un allongement in viro dans un mélange de
tourbe, terreau et perlite ;

- un enracinement direct in vivo dans le méme mélange
horticole.

Conditions de culture.

Toutes les cultures sont réalisées dans les mémes condi-
tions de température (25° £ 2), d’hygrométrie (70 p. 100)
et de photopériode (16 heures de jour).

Acclimatation.

Elle est réalisée suivant I’6poque sous brumisation
ou en miniserres dans un mélange de tourbe, terreau et
perlite soit pour de jeunes plantes bien racinées soit directe-
ment a partir de pousses, suivant la technique d’enracine-
ment utilisée.

RESULTATS

Importance des néoformations.

Elle est estimée par le pourcentage d’explants organo-
génes et par le nombre moyen de pousses par explant
organogéne comptabilisé tous les S jours.

e Influence de la nature de ’explant et de son époque
de prélévement.

Les potentialités de néoformation des trois types d’ex-
plants ont été comparées sur le milieu MB additionné de
zéatine a | mg 1! a trois périodes différentes (mai, juin et
aout). Dans le cas d’explants non sectionnés longitudinale-
ment, les premiéres néoformations n’ont toujours €té ob-
servées qu’aprés le premier repiquage a la suite d’une phase
de callogenése (figure 1). L’évolution du pourcentage
d’explants organogénes et celle du nombre moyen de pous-
ses par explant sont apparues assez similaires suivant le type
d’explant ou I'époque de prélévement. Toutefois on peut
noter sur la figure 1 que les pétioles et les entre-neguds ==—
herbacés ont présenté une .organogengse: sen&biement&plus
précoce .d’environ -cinq -jours..:que- -celledes’ entre-noeudsc———-
ligneux. : 2 ' l

Par ailleurs les potentialités des entre-noeuds et::dea buso

pétioles non sectionnés et prélevés en septembre ont été

.—_jours de cui
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comparées a celles de mémes explants sectionnés longitu-
dinalement (figure 2). On peut noter tout d’abord qu’un
prélévement en septembre conduit a des résultats similaires
a ceux obtenus pour des prélévements plus précoces. Par
contre les explants sectionnés ont présenté une organogene-
se nettement plus rapide que celle des explants non sec-
tionnés. Un décalage d’environ 15 & 20 jours suivant ’ex-
plant utilisé a en effet été observé dans I’évolution tant
du pourcentage d’explants organogénes que du nombre de
pousses par explant (figure 2). Ainsi les premiéres pousses
sont apparues sur le milieu initial de culture dans le cas des
explants sectionnés, ce qui n’a jamais été observé pour des
explants entiers.

Enfin notons que I’organogenése sur les pétioles en-
tiers a présenté une nette polarité. En revanche cette pola-
rité n’a jamais été observée dans le cas des pétioles sec-
tionnés.

o Influence de la concentration et de la nature des
cytokinines.

Le milieu MB additionné de zéatine a 1 mg 1! a été
considéré comme le meilleur milieu d’organogenése d’aprés
les résultats bibliographiques. La zéatine apparaissant
particuliérement efficace mais en revanche relativement
couteuse, 'influence de sa concentration a tout d’abord été
testée. Une concentration de 0,5 mg 1! a donné des résul-
tats moins intéressants que ceux obtenus avec une concen-
tration de 1 mg 17!, qui conduit 4 un taux de néoformation
sensiblement supérieur comme le montrent des résultats
obtenus pour une mise en culture réalisée en novembre
(figure 3). Différents essais & des concentrations de 1,5 et
2 mg ]! n’ont jamais conduit & une organogenése, la phase
préalable de callogenése étant méme inexistante a 2 mg
et réduite a 1,5 mg.

La kinétine et la BAP aux concentrations étudiées
n’ont donné aucun résultat dans des essais gé;aliéés sur entre-
noeuds ligneux ; seule I'IPA & la con.Eehtrbtion de 10
mg 1"} a conduit 4 une organogenése mais a un taux tres
inférieur a celui obtenu avec la zéatine a | mg I3

Allongement des pousses et rhizogenése.

L’intérét de l’allongement des pousses avant la phase
de rhizogenese a €été testé pour une induction racinaire
réalisée selon la technique de STANDARDI (1983) et un
allongement racinaire selon la technique de GUI (1979).

Les résultats d’un essai présentés a titre d’exemple
dans le tableau | font nettement apparaitre la nécessité
d’un allongement des pousses pour obtenir un taux élevé
d’enracinement.

Pour le milieu d’allongement testé, des pousses longues
d’environ 5 c¢cm ont été obtenues aprés une quinzaine de

Le tab_leau 2 présente a titre d’exemple un essaj, de

comparals.;n.des’quatre techniques d’enracinement@gpén-
mentées, pour des pousses ayant subi une phase d’allon-

ngement On peut, noter de tres gr(mclﬁj i fﬁereﬁces de taux

d’ enracmement
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-la technique de VELAYANDOM et al. (1985) n’a donné

aucun résultat ;

- un enracinement in vivo soit directement soit apres in-
duction racinaire selon la technique de STANDARDI

(1983) n’a permis d’obtenir que des taux d’enracinement

assez faibles ;

- en revanche, I’association de la technique d’induction de

STANDARDI (1983) a la technique d’allongement de GUI
(1979) a conduit a des taux d’enracinement tout & fait

satisfaisants dépassant 80 p. 100.

Il faut cependant noter qu’un cal volumineux se forme
parfois & la base de la pousse mais ne semble pas pour au-
tant géner la néoformation racinaire.
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TABLEAU 1 - Influence de I’allongement des pousses sur I’aptitude a ’enracinement
testée par induction et allongement racinaires respectivement selon les techniques de
STANDARDI (1983) et de GUI (1979).

Type de pousses

nombre de pousses

p. 100 d’enracinement

non allongées
allongées

32
68

6,3
91,2

TABLEAU 2 - Comparaison de I’efficacité de quatre techniques d’enracinement pour des pousses

préalablement allongées.

Technique d’enracinement nombre de pousses p. 100 d’enracinement
VELAYANDOM et al. (1985) 23 0
Directement in vivo 34 17,6
Induction de STANDARDI (1983)

et allongement in vivo 33 242
Induction de STANDARDI (1983)
et allongement de GUI (1979) 33 84,6

FIGURE 4 - Schéma retenu d’obtention de plants acclimatés.

Etape et durée Milieu Explant Réaction Taux de réussite
Mise en culture minéraux de MS entre-noeuds ou callogenése et 90 p. 100 d’explants
30 jours + pétioles sectionnés premiéres organogenes

zéatine 1 mg 1! longitudinalement néoformations a

20 jours
et
un seul repiquage ” cals néoformation 5 a 7 pousses/explant
30 jours maximale organogéne
allongement des minéraux de MS pousses d’environ allongement plus 100 p. 100
pousses 15 jours + 1 cm ou moins rapide
en moyenne BAP 2 mg ™!
induction racinaire =i
30 secondes L T
pousses d’environ plant raciné 80 a90p. 100

1/2 MS Scm
allongement .
racinaire 15 jours AL ONYa Crif
en moyenne 0,5 p. 100
Acclimatation sous brumisation ou en miniserres dans un mélange tourbe-terreau-perlite. 80 p. 100

Acclimatation des plants racinés.

C’est la phase la plus délicate a maitriser. Un plant
peu allongé est trés difficile & acclimater méme s’il est bien
raciné. Pour étre facilement acclimatés les plants doivent
présenter a la fois un bon allongement de la pousse et un
systéme racinaire relativement développé.

Le substrat utilisé doit étre léger et poreux afin d’évi-
ter tout excés d’humidité. Enfin les plants doivent recevoir
réguliérement une solution nutritive et des traitements
antifongiques.

Dans ces conditions des taux d’acclimatation de 1’ordre
de 80 p. 100 ont été obtenus.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Cette étude permet de confirmer et préciser les possi-
bilités et les conditions optimales d’obtention de plants
issus de néoformation.

Des pousses néoformées ont été obtenues a des taux
élevés et trés comparables pour des mises en culture éche-



Photo 1 - Néoformations sur pétiole
(a gauche) et callogenése sur entre-
noeud ligneux (& droite) a 45 jours
de culture .

Photo 2 - A 25 jours de culture
noter une trés nette avance de la
i callogenése et de I’organogenése
. sur un entre-noeud ligneux sec-
tionné (a gauche) par rapport a

' un entre-noeud entier (& droite).

Photo 3 - Pousse néoformée en
cours d’allongement.

Photo 4 - Jeune plant raciné avant
acclimatation.
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lonnées de mai & novembre tant & partir d’entre-noeuds que
de pétioles. Des travaux antérieurs limités aux entre-noeuds
ligneux ont montré que ces explants peuvent engendrer des
pousses néoformées pour des mises en culture effectuées
dés le mois de janvier (SAMMARCELLI, 1988). Les possi-
bilités de néoformation in vitro apparaissent donc assez
larges chez le cultivar Hayward quant a la nature et a I’épo-
que de prélévement de 1’explant. Ces possibilités s’expri-
ment plus ou moins rapidement suivant l’explant utilisé.
Nous avons en particulier montré que des explants sec-
tionnés longitudinalement réagissent nettement plus rapide-
ment que des explants entiers.

En revanche I’induction de I’organogenése semble assez
exigeante quant au type et a la concentration de la cyto-
kinine utilisée. Seule la zéatine a en effet permis d’obtenir
des taux de néoformation satisfaisants, la concentration
optimale étant de 1 mg 1.

En associant ces conditions optimales de milieu a la
culture d’entre-noeuds ou de pétioles sectionnés longitudi-
nalement on peut ainsi obtenir un taux d’explants organo-
génes de ’ordre de 90 p. 100 et un nombre moyen de 5 a
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Photo 5 - Plants acclimatés moins
de 4 mois aprés la mise en culture.

7 pousses par explant organogéne environ 50 a 55 jours
apres la mise en culture (figure 4).

Ces pousses doivent ensuite subir une phase d’allonge-
ment d’environ 15 jours avant leur enracinement.

Dans ce cas des taux d’enracinement supérieurs a 80
p. 100 ont été obtenus par une trés bréve induction raci-
naire dans une solution d’AIB a4 20 mg I'! suivie d’une
phase d’allongement racinaire in vitro d’environ 15 jours
également (milieu de GUI, 1979).

En définitive en associant 1’ensemble de ces techniques
et en se basant sur un taux d’acclimatation de ’ordre de
80 p. 100, on peut raisonnablement espérer obtenir 3 a 4
plants acclimatés par explant mis en culture en moins de
quatre mois.

Des études histologiques et cytologiques complémentai-
res sont nécessaires pour expliquer les différences de rapi-
dité dans la néoformation suivant ’explant utilisé et situer
dans le temps les différentes étapes conduisant a la mise
en place d’assises méristématiques au sein de 1’explant.
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MULTIPLICACION /N VVITRO POR NEOFORMACION EN LA
ACTINIDIA DELICIOSA, CULTIVAR HAYWARD.

Frédérique SAMMARCELLIy J.M. LEGAVE.
Fruits, Jul.-aug. 1990, vol. 45, n% 4, p. 393401.

RESUMEN - Una multiplicacién por neoformacién in vitro del
cultivar Hayward puede obtenerse practicamente a lo largo de todo
un ano a partir de entrenudos lefosos o herbaceos y sobre un periodo
mads restringido a partir de petiolos. La naturaleza de la explanta no
parece influenciar la tasa de neoformacién pero. por el contrario,
tiene una influencia sobre la rapidez de la organogénesis.

No se han obtenido tasas clevadas de neoformacién mds que sobre un
medio de cultivo que contiene los minerales de Murashige y Skoog

asociados a la zeatinaa | mg 1

Igualmente no se han obtenido tasas elevadas de enraizamiento mds
que a partir de brotes que han sufrido una fase de alargamiento y
luego una muy corta induccidn de la raiz con la AIB (20 mg 1'1)
seguida de una fase de alargamiento de la raiz.

La fase dltima de aclimatacidén se revela delicada, aunque se hayan
obtenido tasas de logro muy satisfactorias con brumizacién o en
miniinvernaderos utilizando un sustrato aéreo.

Asociando el conjunto de estas técnicas puede esperarse obtener 3
a 4 plantas aclimatadas por explanta puesta en cultivo en menos de

cuatro meses.





