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RESUME

Cette étude a consisté en une mise au point d'un protocole de micropropagation
pour deux variétés hybrides de Lilium asiatique. Des bulbilles ont été régénérées a partir des
parties basales des écailles. Le milieu MS additionné de 13,3 uM benzylaminopurine et 0,5
UM acide naphtaléne acétique a conduit au meilleur taux de bulbilles par explant. Ce méme
milieu a favorisé la prolifération des bulbilles pendant six subcultures successives, sans qu'il
ait eu développement de cal. L'enracinement des bulbilles a été réussi sur le milieu MS
dépourvu de régulateurs de croissance. Le schéma de propagation ainsi établi pourra étre
utilisé pour la production conforme de bulbes.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the potential of micropropagation for two Lilium
asiatic hybrid varieties. Bulbet regeneration was initiated from basal parts of bulb scale
explants. MS medium supplemented with 13.3 uM benzylaminopurine and 0.5 uM
naphtaleneacetic acid induced maximum bulbet formation per explant. This medium was also
suitable for bulbets multiplication for six subcultures, without allowing the development of
calluses. Rooting was successfully achieved for the two varieties even on MS medium

deprived of growth regulators.This procedure could be used for true-to-type mass production
of bulbs.
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INTRODUCTION

Célebre depuis les temps les plus anciens, le lilium (Lilium species) fait partie des
fleurs les plus appréciées au monde. La richesse des couleurs, la variété des formes, I'époque
¢étalée de floraison ont favorisé ce succés. Au Liban, cette fleur est de plus en plus demandée
par la clientéle libanaise, plus particuliérement celle issue des hybrides asiatiques. Plusieurs
millions de fleurs coupées sont importées tous les ans, de la Hollande en particulier.
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La propagation du lilium par les voies végétatives classiques (bouture d’écailles,
prélévement de caieux....) se heurte a des problémes souvent d'ordre sanitaire. De plus, ces
méthodes traditionnelles ne permettent pas une multiplication rapide en cas d’apparition de
variétés nouvelles. Les techniques de culture de tissus permettent de contourner ces
problémes et d'assurer une production de masse de matériel de qualité (Rowe, 1986; Augé et
al., 1989). De nombreux travaux faisant appel a la propagation in vitro ont été initiés dans les
grands pays producteurs de bulbes afin de standardiser des méthodes de production efficaces
(Takayama and Misawa, 1979; Takayama and Misawa, 1983; Maesato et al., 1994). Toutefois
peu d'informations ont été publiées sur les hybrides de Lilium asiatique (Simmonds and
Cumming, 1976; Novak and Petru, 1981).

L'objectif de cette étude était une mise au point technique d'un protocole de
propagation in vitro de deux hybrides asiatiques dans une optique, a plus long terme, de
production conforme de bulbes de qualité.

MATERIEL ET METHODES
Matériel végétal

Deux variétés de Lilium asiatique Brunello (fleur orange) et Solemio (fleur jaune),
dont les fleurs sont trés demandées par la clientele libanaise, ont été utilisées dans cette étude.
Le matériel de départ a été constitué de bulbes prélevés en mai apres avoir séjourné en terre
durant la période hivernale.

Initiation des cultures

Apreés suppression des tiges et des feuilles, les bulbes ont été fragmentés en écailles
puis lavés a I'eau courante. Ils sont ensuite désinfectés par incubation agitée dans une solution
de benlate 1 % pendant 24 h, puis dans un bain d'eau chaude (45°C) pendant 10 min et enfin a
I'hypochlorite de sodium 1% pendant 30 min. Apres ringage des écailles 5 fois a I'eau distillée
stérile, les parties basales de 10 mm de longueur ont été ensemencées sur leur face convexe
dans des tubes a essai contenant 10 ml de milieu de culture. Le milieu de base a été constitué
de macro- et microé¢léments MS (Murashige et Skoog, 1962), myo-inositol 555 uM, acide
ascorbique 142 pM, thiamine 3 pM, pyridoxine-HCl 5 pM, acide nicotinique 8§ uM,
saccharose 90 mM et agar A (Sigma chemicals) 0,8 %. L'effet de la BAP aux concentrations
de 0,4 ; 4,4 et 13,3 uM en association avec ANA 0,5 uM sur le développement de bulbilles a
été étudié. Le milieu de culture a été stérilisé par autoclavage a 118°C pendant 20 min.

Multiplication

Aprés 45 j de culture, les bulbilles obtenues ont été transférées dans des bocaux
contenant 40 ml des mémes milieux précités. Les opérations de subculture ont été effectuées
tous les 45 j et répétées 6 fois. Apres chaque subculture, le coefficient de multiplication a été
relevé.

Enracinement

Les bulbilles issues de la sixiéme subculture ont été transférées sur un milieu
d'enracinement contenant les macro- et microé¢léments MS dilués de moiti¢, myo-inositol 555
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uM, acide ascorbique 142 pM, thiamine 3 pM, pyridoxine-HCl 5 pM, acide nicotinique 8
uM, saccharose 90 mM, charbon actif 80 mM et agar A 0,8 %. Cinq traitements ont été
expérimentés différant par le type d'auxine additionné au milieu de culture (AIA ou AIB) et la
concentration (0 ; 0,5 et 2,5 uM). Au bout de 30 j, le taux d'enracinement et le nombre des
racines par bulbille ont été mesurés.

Conditions de culture

Les cultures ont été réalisées dans un incubateur conditionné a une température de
25+ 2 °C et une photopériode de 16 heures par jour, avec une intensité lumineuse de 40 w.m™.

Acclimatation en serre

Les bulbilles racinées débarrassées de 'agar ont été repiquées en pots contenant du
terreau et de perlite (2/1) et ceci selon un dispositif complétement aléatoire avec 3 répétitions
par variété d'au moins 30 bulbilles chacune. La température en serre a été maintenue entre 27
et 30°C. Pour éviter le dessechement des plantules au cours de 1'acclimatation, I’humidité de
I’air a été maintenue élevée (90%, mist) pendant les 10 premiers jours, puis réduite
progressivement par la suite. Par ailleurs, des traitements phytosanitaires (Carbendazim 8§ mM
et Monocrotophos 7 mM) ont été régulierement appliqués pour éviter les attaques parasitaires.
Des engrais minéraux (20-20-20) ont été également apportés au fur et a mesure du
développement des plantules. Aprés 605, le nombre de bulbilles ayant survécu au transfert en
serre et développé une tige a été noté.

Analyse des données

Les différences entre les traitements ont été évaluées selon le test de Duncan
(General Linear Models Procedure, SAS Institute, Cary, N.C.)

RESULTATS
Etablissement des cultures

Environ 24 h apreés la mise en culture des parties basales des écailles, des infections
mycéliennes ont rapidement (a partir de 24 h) envahi les cultures a des taux variant entre 40
% chez Solemio et 48 % chez Brunello (Tableau 1). Plus secondairement, des infections dues
a des bactéries ont également été notées. Dés le 10°™ jour de culture, un gonflement a été
observé au niveau de la base de l'explant, conduisant au bout de 10 j a la formation de
bulbilles. Quelques racines se sont occasionnellement développées dans environ 10% des
explants, mais aucun cal n'a été observé. Les taux de reprise des explants réactifs observés au
bout de 45 j ont varié, selon les variétés et les milieux de culture, entre 29 et 71%. Le nombre
moyen de bulbilles par explant a été significativement influencé par la variété et la
concentration de BAP dans le milieu de culture. Le meilleur résultat a été obtenu chez
Brunello en présence d'une forte concentration de 13,3 uM de BAP, avec en moyenne 3
bulbilles par explant (Tableau 1). Au total et au bout de 45 j, 117 explants réactifs de Solemio
ont conduit a 'obtention de 218 bulbilles contre 53 explants réactifs de Brunello ayant permis
la régénération de 124 bulbilles.
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TABLEAU 1

Résultats de I'Initiation des Cultures
Pourcentages de Reprise de Deux Variétés de Lilium et Nombres Moyens de Bulbilles
Estimés 45 Jours aprés la Mise en culture sur Trois Milieux Contenant NAA 0,5 uM et
Différant par la Concentration de BAP

Variétés BAP Nombre % % % Nombre
(uM)  d’explants  d'explants d'explants de moyen de
mis en perdus par perdus par reprise bulbilles
culture bactéries  champignons par explant
Solemio 0,4 78 3,8 39,0 57,2 1,9¢c=+0,1*
4,4 55 3,6 67,0 294 1,5d+0,0
13,3 80 0,0 29,0 71,0 1,9¢+0,2
Brunello 04 52 7,7 38.4 538  2,0c+0,0
4.4 38 53 60.5 342 2,5b+0,0
13,3 40 5,0 62.5 30,0 3,0a£0,0

* Les valeurs suivies de lettres identiques ne sont pas significativement différentes au seuil de
probabilité 0,05 (Test de Duncan).

D'une fagon générale, les bulbilles obtenues chez les deux variétés ont présenté un
développement similaire avec un diamétre variant entre 0,4 et 0,7 cm et des feuilles sans
anomalies particuliéres et dépassant parfois 6 cm de longueur.

Multiplication

Dés le 10°™ jour aprés le transfert, de nouvelles bulbilles ont commencé a
apparaitre a la base des explants (bulbilles primaires) et ceci sur les 3 milieux de culture. Les
coefficients de multiplication de bulbilles relevés au bout de chaque subculture ont été
significativement influencés par la concentration de BAP dans le milieu de culture (Tableau
2). En effet, les meilleurs résultats ont été obtenus sur le milieu contenant 13,3 uM de BAP
avec des taux moyens de 5 et 7.2 bulbilles par explant chez Solemio et Brunello
respectivement. L'évolution des taux de multiplication au cours de 6 subcultures successives a
présenté une augmentation jusqu'a la 3°™ subculture pour Brunello et jusqu'a la 5°"°
subculture pour Solemio, puis s'est réduit progressivement par la suite sans que les bulbilles
en cours de prolifération aient présenté des symptomes de dépérissement. En sommant les
résultats obtenus sur les 3 milieux de culture, I'effet variétal s'est révélé significatif en faveur
de Brunello qui a présenté une meilleure aptitude a émettre des bulbilles (Tableau 2).

Il est important de noter que, tout au long des 6 subcultures, aucun cal n'a été
observé.
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TABLEAU 2

Résultats de la Multiplication
Coefficients de Multiplication Obtenus pour Deux Variétés de Lilium sur 3 Milieux de
Culture Différents par la Concentration en BAP durant 6 Subcultures Successives
(Moyenne + Ecart Type de 10 Répétitions de 5 Explants Chacune)

Variétés BAP Subcultures
(uUM) 1 2 3 4 5 6
Solemio 0,4  1,81fg=0,5* 2,5ef£0,5 20fg+05 31e=0,1 3,0¢ 0,1 20fg+
0,5
4.4 1,5g+02 2,0fg+0,5 32e+02 22fg+04  20fg+,5 41d+
0,5
13,3 25ef+05 50bc+02  S55bc+06  48cd+0,1  56ab=07 6,3a+0,0
Brunello 0,4 25005 6,0 ef £ 0,0 5,6 ef+0,6 70cd£0,7  65de<2 23h+
0,5

4.4 2,5h£0,5 70cd£0,7  8lab+01  81abx0,1 40g+0,6  51f+03
133 40g+06 7,0 cd+0,7 90a+1,0 7,6bc+03  74bed+04  8,6a+0,5

* Pour chaque variété, les valeurs d'une méme colonne suivies de lettres identiques ne sont
pas significativement différentes au seuil de probabilité 0,05 (Test de Duncan).

Enracinement

L’enracinement des bulbilles n’a pas été significativement dépendant de I’addition
d’auxine au milieu de culture. Dés la deuxiéme semaine suivant les traitements, les bulbilles
ont commencé a développer des racines aussi bien sur le milieu témoin dépourvu d’auxine
que sur les milieux contenant ANA ou AIB. Les taux d'enracinement relevés au bout de 30 j
ont atteint 100 % chez Brunello et Solemio a la fois (Tableau 3).

Concernant le nombre de racines par bulbille, il a été significativement influencé
par la variété ainsi que par le type de traitement. D'une fagon générale, Brunello a développé
un plus grand nombre de racines par bulbille (Tableau 3). Chez cette méme variété, les
meilleurs résultats ont été obtenus suite aux traitements impliquant I'ANA avec 10 a 11
racines par bulbille en moyenne. Les bulbilles présentant le moins de racines ont été obtenues
en absence d'auxine. Chez Solemio, les valeurs moyennes ont été comprises entre 3,6 et 7,3
racines par bulbille et ceci sans présenter des différences significatives entre les différents
traitements.

Acclimatation

Dés la premiére semaine, les bulbilles enracinées et de diamétre supérieur a 0,4 cm
ont survécu au transfert en serre et ont développé de nouvelles feuilles. Le taux de reprise
relevé au bout de 30 j a varié entre 70 % chez Solemio et 80 % chez Brunello respectivement
(Tableau 4). Les bulbilles d'environ 0,4 cm de diametre (20 a 30%) se sont nécrosées dés les
premiers jours suivant le transfert en serre.
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TABLEAU 3

Enracinement des Bulbilles
Résultats Relevés au bout de 30 j suite a I'application de 5 Traitements auxiniques pour
2 Variétés de Lilium

Variétés Auxine Nombre de Pourcentage Nombre moyen de
(M) bulbilles traitées d’enracinement racines par bulbille
Solemio 0 15 100 73b+£53*
ATA 0,5 20 100 5,4bcd +2,6
AIA 2,5 20 100 6,9 bc+3,4
AIB 0,5 15 100 7,1 be + 3,1
AIB 2,5 20 100 3,6d+2,1
Brunello 0 20 85 46cd+29
ATA 0,5 20 100 11,2a+3,9
ATA 2,5 18 100 10,9a+3,2
AIB 0,5 20 100 5,6 bed +3,7
AIB 2,5 20 100 5,1 bed+2,6

* Les valeurs suivies de lettres identiques ne sont pas significativement différentes au seuil de
probabilité 0,05 (Test de Duncan).

TABLEAU 4

Acclimatation en Serre des Bulbilles Racinées
Résultats de Survie Relevés au Bout de 30 j pour 2 Variétés de Lilium

Variétés Nombre de bulbilles transférées en Taux de reprise (%)
serre

Solemio 90 72 a*

Brunello 98 80 a

* Les valeurs suivies de lettres identiques ne sont pas significativement différentes au seuil de
probabilité 0,05 (Test de Duncan).

DISCUSSION

Différents schémas de propagation a partir des parties basales des écailles ont été
décrits chez plusieurs especes de Lilium (Hacket 1969; Stimart and Ascher, 1978; Takayama
and Misawa, 1979; Takayama and Misawa, 1983; Maesato et al., 1994) ainsi que dans une
gamme de variétés hybrides (Simmonds and Cumming, 1976; Novak and Petru, 1981).
Toutefois, les schémas établis chez les variétés hybrides impliquent le passage par la
callogenese suivie de la néoformation de bourgeons adventifs, augmentant par conséquent le
risque d'apparition de variants somaclonaux (George, 1993).

Dans cette étude, les taux de reprise des explants ainsi que le nombre moyen de
bulbilles par explant obtenus lors de l'initiation des cultures chez Solemio et Brunello sont
comparables a ceux précédemment décrits chez d'autres hybrides (Novak and Petru, 1981). La
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capacité de prolifération des bulbilles a été maintenue pendant 6 subcultures successives sur
des milieux peu riches en auxine n'ayant pas favorisé la callogenése comme ceux
précédemment décrits dans la littérature. Les coefficients de multiplication obtenus devraient
permettre potenticllement d'obtenir plus d'un million de bulbilles & partir d'un seul bulbe (10 a
15 explants initiaux en moyenne) au bout de 10 mois.

Avec le protocole de propagation ainsi établi pour deux variétés hybrides de Lilium
asiatique et la facilité¢ de transplantation des bulbilles en serre, il sera possible d'assurer une
production de masse, conforme et fiable, pour l'introduction de nouvelles variétés d'intérét
horticole.
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