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Abstract

Apical buds of corms of gladiolus (Gladiolus segetum and Gladiolus
dubius) were cultivated on Murashige and Skoog (1962) medium
supplemented with IBA 0.1 mg.I"* and BA 2 mg.I"X. The number of newly
formed buds was 3,8 and 4,13 buds per explants for respectively Gladiolus
segetum and Gladiolus dubius. The in vitro Rooting need a supplement with
auxin and sucrose. Rooting is not present in the control medium. The rate of
rooting varied from 10 to 36%, depending on the species and the
concentration of IBA in the medium. The Important rooting (36%) is
observed for Gladiolus segetum in the presence of IBA 1 mg.I™. Finally, the
acclimatization is possible, these shoots rooted have formed many corms
after 6 weeks of culture.

Keywords: Gladiolus segetum, Gladiolus dubius, in vitro, multiplication,
rooting.

Résumé

Les essais de multiplication in vitro ont montré que I’initiation de la
culture est possible sur le milieu de Murashige et Skoog (1962) additionné
d’AIB 0,1 mg.I" et BA 2 mg.I". La meilleure réponse est obtenue par les
explants prélevés des bourgeons apicaux des bulbes. Ce milieu riche en BA,
a permis d’avoir 3,83 et 4,1 bourgeons néoformés pour les explants prélevés
des bourgeons apicaux. L’enracinement in vitro nécessite un milieu de
culture MS additionné d’une auxine et de saccharose. L’enracinement est nul
sur un milieu dépourvu d’hormone. Le taux d’enracinement de ces pousses
atteint 36% en présence d’AlIB 1 mg.I" chez Gladiolus segetum. Enfin,
I’acclimatation est possible, Les pousses enracinées ont formé toutes des
cormes apres 6 semaines de culture.
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Introduction

La flore tunisienne dispose de deux espéces sauvages de glareuls :
Gladiolus italicus Mill. (G. segetum Ker-Gawl) et Gladiolus dubius qui
couvrent certains domaines au milieu des champs et des prairies (Le Floc'h et
al., 2010). Depuis 1970, la multiplication in vitro du glaieul a été étudiée par
plusieurs chercheurs (Hussey, 1977 ; Ziv, 1979 ; Steinitz et al., 1991 ; Bajaj
et al., 1992 ; Bettaieb, 2003...).

La multiplication in vitro du Gladiolus a été réalisee a partir de
bourgeons axillaires (Begum et Haddiuzaman, 1995; Boonvanno et
Kanchanapoom, 2000, Salhi, 2007), d’apex (Hussain et al., 2001), de cormes
(Nagaraju et Parthasarathy, 1995) et d’inflorescences (Ziv et Lilien-Kipnis,
2000). La multiplication in vitro est basée sur le développement de
bourgeons axillaires préexistants aprés leur mise en culture sur un milieu
contenant une cytokinine qui léve la dormance apicale et empéche la
bulbification (Begum et Hadiuzzaman 1995 ; Grewal et al., 1995 ; Sen et
Sen, 1995 ; Churvikova et Barykina, 1995).

Le déclenchement ou la stimulation du bourgeonnement axillaire en
culture in vitro reésulte de I’emploi de cytokinines, éventuellement associées
aux auxines (Margara, 1984). La néoformation de bourgeons exige un
rapport cytokinines/auxines éleve.

Tan Nhut et al. (2004) ont obtenu des bourgeonnements axillaires
chez le glaieul en utilisant la Benzyladénine (BA) a une gamme de
concentrations comprises entre 2,2 et 4,5 uM. Dans une autre étude et apres
des essais de plusieurs combinaisons hormonales BA/AIB, le meilleur
bourgeonnement a été obtenu avec un rapport BA/AIB égal a 4 (Bettaieb,
2003).

Pour I’enracinement et la bulbaison, I’utilisation d’une balance
hormonale riche en auxine est souvent nécessaire. Le comportement d’un
explant mis en milieu contenant un rapport auxine/cytokinine élevé évolue
vers la rhizogenese.

L’enracinement et la bulbaison in vitro sont obtenus aprés un séjour
dans un premier milieu gélosé composé du milieu de Murashige et Skoog
(MS) additionné d’AlIB 0,5 mg.I™ et 30 jours plus tard, dans le méme milieu
mais sans agar et riche en saccharose 6% (Bettaieb, 2003). La
micropropagation du glaieul est possible a partir de bourgeons apicaux
prélevés a partir de cormes (Haouala et Emna, 2012 ; Ascough, 2011 ; Goo
et al., 2003; Priyakumari & Sheela, 2005; Prasad & Gupta, 2006; Roy et al.,
2006; Aftab et al., 2008). L’initiation et la multiplication in vitro de cette
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plante sont réalisées sur un milieu de base MS additionné de BA 2 mg.I™ et
AIB 0,5 mg.I™.

Dans ce chapitre, on s’est intéressé a la micropropagation de ces deux
especes. Pour cela, différents milieux de culture ont été testés afin d’avoir le
meilleur taux de régénération. Le but de ce travail est la multiplication
massive de ces deux especes tout en preservant leurs caractéristiques
génétiques en vue d’une éventuelle conservation.

Matériel et méthodes
Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de bourgeons apicaux
prélevés sur les cormes adultes de deux especes de glaieul spontanées en
Tunisie : Gladiolus segetum et Gladiolus dubius. Les cormes ont été
récoltées au mois de juin 2012 a I’Institut supérieur agronomique de Chott
Meriem, puis conservées au laboratoire des Sciences horticoles a la
température ambiante. Une identification des espéces a éeté faite d’apres les
caracteres morphologiques.

Désinfection du matériel vegétal

Les bulbes sont nettoyés soigneusement par I’élimination des feuilles
seches, puis bien rincés a I’eau courante. Sous une hotte a flux laminaire, les
bulbes sont trempés d’abord dans I’alcool a 70° pendant quelques secondes
puis dans une solution d’hypochlorite de sodium a 10% pendant 10 min et
finalement dans une solution de HgCl, a 0,1% pendant 5 min. Les bulbes
sont ensuite soumis a 3-4 ringages successifs a I’eau distillée stérilisée.

Milieux de culture et conditions expérimentales

Le milieu de culture de base comprend les macroéléments, les micro-
éléments et les éléments organiques de Murashige et Skoog (MS) (1962)
additionné de saccharose 30 g.I™" et solidifié par I’agar-agar 8 g.I". A ce
milieu de culture, différentes combinaisons hormonales sont ajoutées. Les
hormones utilisées sont : Acide B-indole butyrique (AIB) et la benzyl-
adénine (BA). Le pH des milieux de culture est ajusté a 5,8. Les cultures sont
placées dans une chambre de culture climatisée sous un éclairement et une
température contrélés. La température est maintenue a 24 + 1°C.
L’éclairement est assuré par des tubes fluorescents assurant une intensité
lumineuse de 35 pmol.m2.s™. La photopériode est de 16 h d’éclairement.

Phase d’initiation

Pour la phase d’initiation, le milieu de base a été additionné de
différentes concentrations d’AlB et de BA:
. Milieu 1 : milieu MS sans hormones
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. Milieu 2 : milieu MS + BA 1 mg.I*
. Milieu 3 : milieu MS + AIB 0,1 mg.I"* + BA 1 mg.I*
. Milieu 4 : milieu MS + AIB 0,1 mg.I"* + BA 2 mg.I"

Les milieux de culture sont stérilisés par autoclavage sous une
pression de 1 bar et a une température de 120°C. Le nombre de répétitions
est de 12 tubes par milieu et type d’explant.

Les observations ont porté sur le nombre de bourgeons par explant et
sur la longueur des pousses.

Phase de multiplication

Le milieu qui a donné le nombre de pousses le plus élevé pendant la
premiére phase est le milieu 7 contenant de I’AIB 0,1mg.I™" et du BA 2 mg.I
! Ce milieu est choisi pour toutes les subcultures de cette phase.

Les pousses obtenues pendant la phase d’initiation ont été
individualisées et mises dans des bocaux en verre de 500 ml de volume a
raison de 5 pousses par bocal. Le nombre total de pousses par explant et par
espece est de 50.

Les observations, faites aprés quatre semaines, ont porté sur le taux
multiplication et sur la longueur des pousses obtenues.

Phase d’enracinement

Les pousses obtenues a I’issue de la phase précédente et agees de 4
semaines ont été incubées sur le milieu MS additionnés d’AlB a différentes
concentrations (0 ; 0,1 ; 0,5 et 1 mg.I™). Les mesures et observations, faites
aprés 4 semaines de culture, ont porté sur le taux d’enracinement, le nombre
et longueur des racines par pousse.

Phase d’acclimatation

Les pousses enracinées sont repiquées en caissettes en matiere
plastique couvertes par un film plastique transparent. Le substrat de culture
est composé de tourbe et de perlite a proportions égales. Les caissettes sont
placées a I’Institut supérieur agronomique de Chott Meriem. Les jeunes
plantules sont maintenues a une température de 27+3°C, une humidité
relative de 80-85% et humectées tous les deux jours par pulvérisation. Cette
phase d’acclimatation a duré 60 jours.

Analyses statistiques

L'analyse de la variance (ANOVA) a été effectuée pour toutes les
données a l'aide du logiciel SPSS.16. Des différences statistiguement
significatives entre les moyennes ont été déterminées en utilisant le test de
Duncan a o = 0,05.
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Résultats

Phase d’initiation
Trois jours aprés le repiquage des explants, on observe le
débourrement des bourgeons apicaux sur tous les milieux testés. Le taux de
bourgeonnement atteint 100% aprés quatre semaines de culture (tableau 1).
Pour le nombre de bourgeons néoformés par explant, le milieu le plus
favorable est le milieu M4 (AIB 0,1 mg.I* + BA 2 mg.I'Y) qui a permis
d’obtenir 3,8 et 4,1 bourgeons, respectivement chez Gladiolus segetum et
Gladiolus dubius (figure 1). Pour tous les parametres étudiés, I’analyse de la
variance a montré que les différences entre les deux espéces ne sont pas
significatives.
Tableau 1:; Effets de I’AIB et de la BA sur I’initiation in vitro de bourgeons apicaux de
Gladiolus segetum et de Gladiolus dubius.

Milieux Especes Taux de Nombre de bourgeon; Longueur
de culture bourgeonnement (%) néoformés des pousses (cm)
par explant

M1 G. segetum 100 1+0 be 0,55+0,15b
G. dubius 100 140 be 0,62+0,22b

M2 G. segetum 100 140 be 0,62+0,22b
G. dubius 100 2,5¢1b 0,74+0,51b

M3 G. segetum 100 2,83+1,11b 0,78+0,51b
G. dubius 100 140 be 0,55+0,15b

M4 G. segetum 100 3,83+1,19a 3,04+1,15a
G. dubius 100 4,1+1,02a 3,16+0,91a

Les valeurs sur la méme colonne portant des lettres distinctes sont
significativement différentes (P<0,05).

= s, i
Figure 1 : Elongation des bourgeons apicaux prélevés sur des cormes de Gladiolus segetum et
cultivés sur le milieu M7 (AIB 0,1 mg.I™ + BA 2 mg.I™).
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Phase de multiplication

Les pousses axillaires obtenues a I’issue de la phase d’initiation ont
été individualisées et repiquées sur le milieu d’initiation M4 (AIB 0,1 mg.I™
+ BA 2 mg.I™") qui a donné les meilleurs résultats. Le nombre le plus élevé
de bourgeons, est atteint, aprés quatre semaines de culture 4,2 et 4,3
bourgeons respectivement chez Gladiolus segetum et Gladiolus dubius
(tableau 2). L’analyse de la variance montre une différence significative
entre les 3 types d’explants, alors que cette différence non significative entre
les deux especes. La longueur des pousses varie de 1 a 1,5 cm, toutefois, il

n’y a pas de différences significatives entre les especes (figures 2).
Tableau 2: Effet de la BA et de I’AIB sur le nombre de bourgeons et la longueur de pousses de
deux especes de genre Gladiolus cultivé in vitro.

Concentration des Nombre de bourgeons Longueur de pousses
hormones (mg.I™)

G. segetum 4,20+1,99° 1,48+1,47%

G. dubius 4,35+2,81° 1,39+1,30°

Les valeurs sur la méme colonne portant des mémes lettres sont non
significativement différentes (P<0,05).

: r;
Figure 2 : Phase de multiplication des bourgeons apicaux sur le milieu M7 (AIB 0,1 mg.I™ +
BA 2 mg.I™)

Phase d’enracinement

La phase d’enracinement a aboutit & une rhizogenese des pousses a
I’exception du milieu témoin (tableau 3). Le milieu le plus riche en auxine
(AIB 1 mg.I") a donné le taux d’enracinement le plus élevé, soit 36 et 30%,
respectivement chez Gladiolus segetum et Gladiolus dubius. Le nombre de
racines par pousse est le plus éelevé sur ce milieu également: 7,4 et 7,9,
respectivement chez Gladiolus segetum et Gladiolus dubius (Figure 3). La
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longueur des racines parait peu affectée par la concentration de I’AIB et
varie de 5,1 a 5,4 cm chez Gladiolus segetum et de 4,6 a 5,0 cm chez

Gladiolus dubius.
Tableau 3 : Effet de I’AIB sur I’enracinement in vitro des pousses de Gladiolus segetum et

Gladiolus dubius.

AIB (mg.I™h) Taux Nombre Longueur
Especes d’enracinement (%) des racines des racines (cm)
0 G.segetum 0 0 0
G.dubius 0 0 0
0,1 G.segetum 12 4,16+0,4b 5,16+2,56a
G.dubius 10 4,2+0,83b 5+0a
0,5 G.segetum 26 5+1,47b 5,41+2 87a
G.dubius 24 5,33£3,22b 4,66+1,22a
1 G.segetum 36 7,44+4 5a 5,15+2,58a
G.dubius 30 7,92+3,98a 4,57+2,34a

Les valeurs sur la méme colonne portant des lettres distinctes sont
significativement différentes (P<0,05).

Figure 3 : Enracinement in vitro des pousses de Gladiolus dubius sur le milieu contenant

AIB 1mg.I™.

Phase d’acclimatation

Les pousses enracinées qui n’ont pas encore formé de cormes ont été
transférées en caissettes sur un substrat inerte composé de tourbe et de perlite
a proportions égales. Les jeunes plantules maintenues a I’étouffée sous serre,
a une température de 27+3°C, une humidité relative de 80-85% ont formé
toutes des cormes apres 6 semaines de culture.
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Discussion

Dans la phase d’initiation, les bourgeons apicaux étudiés de deux
especes Gladiolus segetum et Gladiolus dubius n’évoluent que vers le
bourgeonnement axillaire sur tous les milieux de culture. En effet, le nombre
de pousses le plus élevé a été observé chez le milieu contenant BA 2 mgl™ et
AIB 0,5 mgl™. Ces résultats en accord avec ceux de steinitz et al., (1991) qui
montrent que le milieu le plus favorable au bourgeonnement in vitro du
glaieul pour la phase d’initiation doit contenir de BA. D’autre part ce milieu
riche en BA, a permis d’avoir 3,83 et 4,1 bourgeons néoformés pour les
explants prélevé des bourgeons apicaux, respectivement chez Gladiolus
segetum et Gladiolus dubius. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés
par Bettaieb (2003), qui a observé le meilleur bourgeonnement de bourgeons
apicaux de deux cultivars white friendship et Peter pears de glaieul sur un
milieu pareille a celui sur lequel on a trouvées meilleurs résultats.

Ici on peut relever I’importance de la combinaison hormonale entre
I’auxine et la cytockinine (Souyah et al., 2002), puisque la BA seule ne
donne pas un nombre élevé de bourgeons malgré son importance dans le
bourgeonnement et la régénération (Auge,1989). Les bons resultats obtenus
pendant la phase d’initiation sont dut a I’effet conjugué de la présence de
benzyljadénine et [I’acide indol butyrique (Ben Radhia, 2005). Pour
I’enracinement, tous les milieux testés ont abouti a une rhizogenése des
pousses sauf le témoin. L’augmentation de la concentration de I’auxine
aboutie & une augmentation de taux d’enracinement ainsi le nombre moyen
de racines.la longueur de racine n’a pas affecte par les différentes
concentrations d’auxines. La meilleure concentration est celle d’AlB 1mg.I™.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Nhut et al., (2004) qui ont montré
que la rhizogenése des pousses de glaieul mises en culture in vitro a lieu dans
des milieux de culture contenant I’AIB et dont les concentrations varient
entre 1mg.I" et 2,5 mg.I*. Ces résultats sont aussi comparables & ceux
trouvés par Dantu et Bhojwani (1995) qui indiquent que le nombre le plus
élevé de racines est obtenu en présence de 1 mg.I" AIB ainsi qu’a ceux de
Sinha et Roy (2002) ou le meilleur enracinement du Gladiolus primulinus
Baker est réalisé en présence de 2 mg.I"* AIB. De Bryn et Ferreir (1992) ont
également atteint I’enracinement des pousses cultivées in vitro en utilisant
AIB 0,5 mgl-1 et dans un milieu MS/2. L’ absence d’une différence pour la
longueur de racines pour les différentes concentrations d’auxines peut étre
expliquée par un effet prévisible, car ce régulateur de croissance est connu
pour ces propriétés de stimulation de la rhizogenese. Le meilleur taux
d’enracinement a été observé sur le milieu MS. Ces résultat n’ont pas en
accord avec ceux de (De Bryn et Ferreir 1992), qui ont montré que le milieu
MS/2 a donnés le meilleure taux d’enracinement et de bulbaison, ceux-ci
peut étre expliqué par la forte concentration en glucose et fructose interne
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chez les bulbes de Gladiolus sp. Cette concentration interne peut donner un
effet irréversible. L utilisation des différentes concentrations du milieu MS a
pour objectif d’assurer un meilleur enracinement des vitropousses issues de
la phase de multiplication et de les préparer a la phase d’acclimatation. Pour
toutes les phases étudiées il n’y a pas une différence significative entre les
deux especes. Tous les explants provenant de la méme région, ceux-ci peut
expliquer par I’effet de climat.

Conclusion

La micropropagation des deux especes spontanées du genre
Gladiolus est possible a partir des differents explants, mais les bourgeons
apicaux ont toujours donné les meilleurs résultats. L’initiation nécessitait un
milieu contenant I’auxine et la cytochinine, cette combinaison hormonale
s’avere nécessaire pour I’initiation et la multiplication des pousses de glaieul.
Le milieu le plus favorable dans cette étude, est celui contenant BA 2 mg.I™
et AIB 0,1mg.I™.

Pour I’enracinement in vitro on a testé différentes concentration
hormonales, on a enregistré que le meilleur milieu pour I’enracinement est
celui contenant le milieu de base MS et I’AIB 1 mg.I™.
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