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Perrin. Y.. Lardet. L., Enjalric, F. et Carron, M. P. 1994. Rajeunissement de clones matures d'Hevea basiftensr's (!Iiill.
Arg.) par microgreffage in vitro. Can. J. Plant Sci. 74 623-630. L'application i deux clones matures d'Het'ea brasiliensis
(Miill. Arg.), IRCA l8 et PB 235, de la technique de microgreffage d'apex sur des plantules dg6es de trois semaines germ€es

in vitro permet le microbouturage de ces clones. Lorsqu'il est effectu6 ) partir d'explants nodaux ou d'extrdmit6s de pousses

pr6lev6s sur les greffons ddveloppds in vitro sur les porte-greffes, Ie microbouturage du mat6riel clonal microgreffd n'est pas

possible. De telsixplants sont en effet inaptes )r reprendre une activit6 caulogdne aprds leur isolement. Ce problbme est surmontd

par I'utilisation d'eiplants mixtes, constituds d'une panie du porte-greffe en contact avec le milieu de culture et du greffon clonal

h partir duquel se d6veloppent r6guliErement des pousses axillaires tout au long des cycles de culture. Les aptitudes au bourgeonne-

mint et au d6veloppemetrt de pourr"r au cours des cycles de culture ont 6t6 compardes entre les explants mixtes issus de micro-
greffes, les explanti nodaux d;individusjuv6niles et les explants nodaux des clones matures non trait6s. Cette comparaison r6vtle
un effet trds positif de I'application du microgreffage sur I'aptitude des clones IRCA 18 et PB 235 h la caulogendse in vitro.

En outre, les pousses produites par les explants clonaux issus des microgreffes ont une aptitude h I'enracinement identique it

celle des pousses produites par les explants issus d'individus juv6niles.

Mots cl6s: Rajeunissement, Hevea brasiliensis, microgreffage in vitro, micropropagation, microbouturage in vitro

Perrin, Y., Lardet, L., Enjalric, F. andCarron, M. P. 1994. Rejuvenationof matureclonesof lfeveabrasiliensis (Miill. Arg.)
by in vitro micrografting. Can. J. Plant Sci. 74: 623-630. In vitro micrografting of apices of two mature -eenotypes of
Hevea brasiliensjs lMtill. Arg.), IRCA 18 and PB 235, on 3-wk-old seedlings grown in vitro permitted successfull in vitro micro-

cutting of these two genotypes. Microcutting of micrografted material was impossible from nodal explants or shoot tips of scions

developed in vitro on rootslocks. Such expiants were incapable of caulogenesis activity after their isolation. This problem was

resolved using mixed explants, each consisting of a part of the rootstock in contact with the culture medium. and of the clonal

scion from which axillary shoots are developed regularly along the subcultures. Budding and shoot elongation abilities along

the subcultures have been compared betweerrmixedexplants from micrografts, nodal explants fromjuvenile material and nodal

explants from non-micrografted mature genotypes. The results show a very positive effect of micrograftin-e on the in vitro caulo-

genesis ability in both genotypes. Moreover, ihoots produced by mixed explants from micrografts exhibit the same rooting ability
as shoots produced by explants collected on juvenile material.

Key words: Rejuvenation, Hevea brasiliensis, in vitro micrografting, micropropagation, in vitro microcutting

L'h6v6a (Hevea brasiliensis Miill. Arg.) est un arbre tropical
cultiv6 principalement en Asie du sud-est et dans une moindre
mesure en Afrique intertropicale et en Amdrique latine pour
sa production de caoutchouc naturel. Le greffage de bour-
geons clonaux sur des porte-greffes non s6lectionn6s est d

I'heure actuelle la seule m6thode de propagation v6g6tative
disponible pour l'6tablissement de plantations d'h6v6as, en

raison de la faible aptitude au bouturage des arbres s6lec-

tionn6s. Cependant, cette pratique conduit )r une certaine
h6t6rog6n6it6 intraclonale et a une diminution de la produc-
tion de caoutchouc par rapport h I'arbre mEre. Les techni-
ques de multiplication vdgdtative in vitro repr6sentent donc
une alternative trbs int6ressante pour le clonage des g6notypes

d'h6v6a sur leurs propres racines (Carron et al. 1989)

Le processus de d6veloppement in vitro des microboutures
d partir d'explants nodaux issus d'individus juv6niles a 6t6
mis au point depuis plusieurs ann6es (Enjalric 1983; Lardet

tPour correspondance. 
62g

1987). Par contre, Ia production de microboutures h partir
d'individus matures s6lectionn6s se heurte dans la plupart
des cas h I'absence de caulogenbse ou d'enracinement in vitro
(Lardet 1987; Seneviratne 1991). Bien que des travaux aient
mentionn6 d diff6rentes reprises I'obtention de microboutures
de clones matures d'h6v6a (Mascarenhas et al. 1982; Sinha
R. R. donn6es inddites; Asokan et al. 1988), ces r6sultats
n'ont pas 6t6 confirm6s par la suite et n'ont pas abouti h la
production r6gulidre de microboutures enracin6es.

Il est apparu que les gdnotypes matures d'h6v6a devaient
€tre rajeunis avant d'0tre micropropag6s, pour am6liorer leur
aptitude d la caulogendse et d la rhizogendse.

Le rajeunissement des pieds-mbres peut faire appel d dif-
f6rentes manipulations dont le microgreffage <i'apex matures
sur des porte-greffesjuvdniles, qui s'est r6v6l6 particulibre-
ment efficace, notamment, chez Sequoia sempervirens et

Citrus reticulata (Htang et al. l992a,b).
Dans le cas de I'hdvda, les tentatives de rajeunissement in vivo

des pieds-mbres matures ont port6, jusqu'ici, essentiellement
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sur I'application de greffages en cascade (Lardet 1987). Cette
technique n'a cependant pas toujours permis la r6acquisition
par le mat6riel mature du niveau de juv6nilit6 ndcessaire it
son microbouturage, notamment du point de vue de I'apti-
tude d I'enracinement. En effet, I'eff,rcacit6 des greffages en
cascade varie en fonction des clones, probablement en liaison
avec l'6tat de maturitd du pied-mdre.

La culture d'apex n'a pas pu 6tre utilisde du fait de la pene
trds pr6coce de leur r6activit6 in vitro au cours de I'ontoge-
ndse de la plante (Lardet et al. 1990; Haffner et al. l99l).
Aussi avons-nous choisi de faire appel i la technique de
microgreffage in vitro pour rajeunir les g6notypes matures.

La premidre partie de cet article est consacree d la d6fini-
tion d'une technique de microgreffage in vitro adapt6e i
l'Hevea brasiliensis et d'une mdthode orisinale de culture
du mat6riel microgreff6. L'influence du riicrogreffage est
ensuite appr6ci6e par la mesure de I'aptitude au microbou-
turage, en comparant les r6sultats de caulogenbse et de rhi-
zogendse in vitro des deux clones matures non trait6s, des
mOmes clones microgreff6s et d'individus juv6niles.

MATERIEL ET METHODES

Mat6riel v6g6tal
Mereruer- cLoNAL MATURE EN sERRE. Ce mat6riel est
repr6sent6 par des plants greff6s avec deux clones d'int6r6t
industriel IRCA 18 et PB 235. Les explants nodaux, pr6lev6s
sur les rejets de greffe puis introduits in vitro, constituent
le mat6riel t6moin mature. Les rejets de greffe constituent
aussi la source de bourgeons apicaux poufle microgreffage
(Figure 1).

MerEruel ruvExrr-E EN sERRE. Ce mat6riel provient
d'arbres issus de semis Ag6s de l8 mois, entretenus en serre
par des rec6pages r6guliers. De la m6me manidre que pour
le matdriel mature, les explants nodaux sont prdlev6s et intro-
duits in vitro. Le mat6riel juv6nile est constitud d'une popu-
lation de demi-frdres (GTl ilI.), descendance dite 'ill6gitime'
du clone GTI dont les parents mdles sont inconnus.

Seurs w vrrRo. Ce mat6riel est utilis6 comme porte-greffe
lors du microgreffage in vitro. Les semis sont d6velopp6s
in vitro d partir d'embryons zygotiques extraits de graines
immatures GTI ilI., 14 e 15 semaines aprbs la f6condation.

Technique de microgreffage
PnEpenauoNDESGREFFONS. Des bourgeons apicaux sont
pr6lev6s sur du matdriel clonal mature (Figure l) et d6sin-
fect6s sous hotte d flux laminaire par des bains successift dans
une solution de "d6sogerme SP" (Laboratoires A.C.I., Lyon,
France) (ll200 vlv;5 min), puis dans une solution d€thanol
(70'; 2 min) et enfin dans une solution d'HrO" 110 Vol.
(ll3 vlv l0 min). Aprbs trois ringages de l0 min dans de I'eau
st6rile, les apex sont diss6qu6s jusqu'h 6tre constitu6s du
m6ristbme et de quelques 6bauches foliaires (1 d 2 mm).

PREpenanou DES poRTE-cREFFEs. Des embryons zygoti-
ques sont extraits des graines pr6alablement d6sinfeciJes i
l'6thanol (70"C; 5 min) puis au "d6sogerme" (ll2O0 vlv).
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Fig. 1. Sch6ma experimental du microbouturage des mat6riels juv6-
nile et clonal. A: sans pr6traitement; B: avec traitement de rajeu-
nissement par microgreffage in vitro. Cycle l: cycle d'introduc-
tion in vitro; cycles 2, 3 ... cycles de multiplication.

Les embryons sont mis h germer individuellement en
conditions st6riles dans des tubes (30 x 150 mm). Le milieu
de germination est constitu6 des macro6ldments (dilu6s au
tiers), des micro6l6ments (concentr6s deux fois) et du Fer-
EDTA du milieu modifi6 de Murashige et Skoog (1962),
des vitamines du milieu MH (Carron et Enjalric 1985), de
saccharose h 50 g L -r et de g6lose lagai OffCO) d 8 e
L-'. Le pH du milieu est ajustd h 5,8 avant autoclavage
(30 min. e 120'C). Les plantules se d6veloppent en
chambre de culture lclairde i 90 pE m-'s-'au niveau
des cultures, sous r6gime photop6riodique de I2h, et ir
27oC constant. Trois i quatre semaines aprbs I'introduc-
tion in vitro des embryons, les germinations sont pr€tes
h 6tre greff6es.

OpEnertoxDEMICRocREFFAcE. Une exp6rience pr6alable
portant sur la mise au point de la technique de microgref-
fage nous a conduit i adopter la technique de greffage en
fente lat6rale, plut6t que celles du greffage par d6p6t de
I'apex sur la section du porte-greffe rec6p6, ou dans une
fente apicale. Le greffage est donc effectu6 par insertion de
I'apex taill6 en biseau dans une fente lat6rale (Figure 2)
pratiqu6e sur l'6picotyle de la plantuled2,5 cm des attaches
cotyl6donnaires.
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Le stade de croissance des rameaux (croissance ou repos
v6g6tatif, I'h6v6a ayant une croissance rythmique) au moment
du pr6lbvement des bourgeons apicaux n'influence pas la
r6ussite du microgreffage, ni le d6veloppement ult6rieur des
greffons. Les bourgeons apicaux sont donc pr6lev6s indiff6-
remment au cours ou d la fin de la formation de l'6tage
foliaire des plants-mbres en serre.

Une fois le microgreffage effectu6, les microgreffes sont
repiqu6es et entretenues dans les m6mes conditions de cul-
ture que les germinations in vitro. Les porte-greffes sont
ensuite rec6p6s pour lever la dominance apicale et permettre
le d6bourrement du greffon. Le rec6page est effectu6 trois
semaines aprds le greffage car des d6lais plus courts (une
ou deux semaines). mdme s'ils n'affectent pas les taux de
r6ussite, retardent le d6bourrement des greffons.

Critdres morphog6n6tiques du rajeunissement
Le rajeunissement du mat6riel clonal obtenu par la technique
du microgreffage est estim6 vis-ir-vis de son aptitude au micro-
bouturage. Une comparaison de I'aptitude au microbouturage
des clones microgreff6s. des clones non microgreff6s
(matures) et d'individus juv6niles est effectu6e par la mesure
de leurs aptitudes au bourgeonnement axillaire ir partir
d'explants nodaux, au d6veloppement de ces bourgeons en
pousse et h I'enracinement in vitro des pousses d6velopp6es.

Conditions g6n6rales de culture
Le protocole de d6sinfection des mat6riels juv6nile et mature
est similaire d celui des apex d la diff6rence que I'H2O2
n'est dilu6e qu'aux deux tiers. Les cycles de culture sont
effectu6s sur le milieu min6ral MB (Enjalric et Carron 1982)
additionn6 des vitamines du milieu MH (Carron et Enjalric
1985), de. saccharose d 40 g L-', de g6lose (agar DIFCO)
d 8 g L-'et de r6gulateurs de croissance (AIB a 1,23 y"M
et BAP it 4,44 pM). La concentration en AIB et BAP est
r6duite au cinquibme pour le premier cycle de culture. Le
pH du milieu est ajust6 )r 5,8 avant autoclavage (30 min. d

120'C). Les explants se d6veloppent dans les conditions
physiques d6crites pr6c6demment.

A I'issue de chaque cycle de culture, d'une dur6e de quatre
semaines, les pousses form6es sur les explants sont rec6p6es
et dventuellement induites en enracinement pour 6valuer leur
aptitude rhizogdne. L'explant de base est repiqu6 int6grale-
ment, y compris la partie porte-greffe pour les motifs micro-
greff6s, afin d'induire la formation de nouvelles pousses par
bourgeonnement axillaire d la base de la(des) pousse(s) pre-
c6demment rec6p6e(s) (Figure 1).

Pour les essais d'enracinement, les pousses d'une hauteur
sup6rieure ir l0 mm sont induites par piqrire de la section
de la tige avec une aiguille mont6e, tremp6e dans une solu-
tion st6rilis6e d'auxines (ANA et AIB A 26,8 pM et24,6 pM
respectivement). Elles sont repiqudes imm6diatement sur un
milieu d'expression racinaire MER constitu6 de macro6l6-
ments (KNO3 d 9 1tM; NH4NO3 it 2,5 p"M; Ca(NO3)2 d

2,5 p.M; MgSOa d 0,7 p.M; CaCl2 d 1 prM), des micro6l6-
ments et des vitamines du milieu MH (Carron et Enjalric
1985), de saccharose d 80 g L-' et de g6lose (agar DIFCO)
h 9 g L-r. Le pH du milieu est ajust6 )r 5,8 avant autocla-
vage (30 min. ir 120"C). La phase d'induction racinaire
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n6cessite troisjours d'obscurit6 d I'issue desquels les pousses

sont transf6r6es )r la lumidre pour le d6veloppement des

raclnes.

Mesure des paramdtres de r6activit6
L'aptitude d la caulogenbse in vitro est jug6e grAce d la
mesure d chacun des cinq cycles successifs de cultures (1)

du taux d'explants produisant au moins un bourgeon axil-
laire par rapport au nombre total d'explants (en %). (2) du

nombre moyen de bourgeons etlou de pousses d6velopp6s
par explant portant au moins un bourgeon, (3) du taux

d'explants produisant au moins une pousse axillaire )r partir
des bourgeons par rapport au nombre total d'explants (en %)

et (4) du nombre moyen de pousses d6velopp6es par explant
produisant au moins une pousse. La qualit6, la morphologie
des pousses et les taux de brunissement des explants sont

aussi consid6r6s.
L'aptitude des pousses d l'enracinement est mesur6e sur

deux cycles de culture pour les mat6riels mature et juv6nile
et trois cycles de culture pour le mat6riel microgreffd. Elle
est exprim6e par le taux global de pousses enracin6es 30 jours

aprbs le traitement d'induction par rapport ) la totalit6 des

pousses test6es d la fin des deux ou trois cycles de culture
(en %\.

Analyses statistiques
Les effectifs d'explants et de pousses utilis6s pour chaque

motif sont pr6cis6s respectivement dans les tableaux I et 2.

La loi de Student est utilis6e pour le calcul de I'intervalle
de confiance des moyennes. Le test du 1' est utilis6 pour
appr6cier la validit6 des diff6rences entre les pourcentages.

RESULTATS

Utilisation originale des microgreffes
Les premiers essais de microbouturage du matdriel issu
de microgreffes ont 6t6 effectu6s par la culture des gref-
fons d6velopp6s in vitro sur les plantules porte-greffes. Les
greffons dtaient isol6s des porte-greffes dds la fin du
ddveloppement du premier 6tage foliaire, sous forme
d'explants nodaux ou d'extr6mit6s de tige. Ces essais n'ont
pas abouti du fait de I'absence de reprise de croissance des
extr6mit6s de tige ou de I'absence de d6veloppement de
pousses sur les explants nodaux. Ces fragments de tige
mesurent environ I mm de diamdtre, il est donc possible
que I'absence de r6activit6 provienne de leur faible
dimension. Nous avons tent6 de r6soudre ce probldme en
utilisant des explants mixtes, constituds d'une portion du
porte-greffe portant le greffon en cours de d6bor:rrement
(Figure 1). Ces fragments, d'une longueur de 1,5 cm et
d'un diambtre de 2,5 mm environ, ne comportant aucun
bourgeon except6 le greffon, sont alors assimil6s ir des

explants nodaux avec la particularit6 de comporter une partie
issue de la plantule porte-greffe et un bourgeon d'origine
clonale (Figure 3). Ils sont cultiv6s in vitro dans les m6mes

conditions que les explants des matdriels mature et juv6nile.
Cette m6thode originale de culture du mat6riel microgreff6
permet d'obtenir la formation r6gulidre de pousses )r partir
des greffons d6velopp6s au premier cycle de culture.
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Influence du microgreffage sur les aptitudes au

microbouturage
BOURGEONNEMENT AXILLAIRE. Concernant les explants

mixtes issus de microgreffe, le bourgeonnement et le d6ve-

loppement de pousses a lieu uniquement d partir des gref-

fons 6igure 4). Les pousses sont donc strictement d'origine
clonale. Les taux d'explants portant au moins un bourgeon

axillaire 6voluent diff6remment selon I'origine des explants

au cours des cycles successifs de culture (Figure 11)' Pour

les explants mixtes issus de microgreffe la valeur de ce para-

mbtre ne varie pas au cours des cycles de culture et pour

le mat6riel juv6nile, elle diminue au second cycle mais reste

constante aux cycles suivants. Par contre, dans le cas des

explants issus des clones matures, elle d6croit r6gulidrement
au cours des cycles. Par ailleurs, les explants issus du mat6-

riel juv6nile et de microgreffe pr6sentent en moyenne un plus

grand nombre de bourgeons axillaires etlou de pousses que

les explants issus de matdriel mature (Figure 12).

DEvst-oppeuENT DES PoussES. Dans le cas du matdriel
juv6nile et de celui issu de microgreffe, les taux d'explants
portant au moins une pousse sont similaires aux pourcen-

iages d'explants portant au moins un bourgeon (Figure 13);

ce qui signifie que la presque totalit6 des explants forme
des pousses d partir de leurs bourgeons. Cela n'est pas le

cas des explants issus de matdriel mature. Les augmentations

observ6es aux troisidme et cinquibme cycles de culture sont

dues d la formation de pousses h partir de bourgeons axil-
laires non d6velopp6s aux cycles pr6c6dents. Dans le cas du

mat6riel issu de microgreffe, le pourcentage d'explants ayant

d6velopp6 une pousse au premier cycle correspond en fait
au pourcentage de r6ussite du microgreffage. En effet, ce

pouicentage est identique au pourcentage de greffons

d6bourr6s aprbs le rec6page des porte-greffes puisque tous

les explants mixtes introduits au premier cycle de culture
ont d6velopp6 une pousse d partir des greffons d6bourr6s.

Figures 2-10

Fig. 2. Greffon taill6 en biseau (g) et ins6r6 dans la fente pratiqu6e sur l'6picotyle de la plantule porte-greffe (p) @arre : 2'5 mm)'

Fig. 3. Explant mixte constitu6 de Ia portion du porte-greffe (p) comportant le greffon et du greffon clonal en cours de debourrement

(g) (bane : 2,5 mm).

Fig.4. D6veloppement de pousses axillaires (pa) d partir du greffon rec6p6 (gr) Iors du recyclage pr6c6dent (barre = 2'5 mm)'

Fig. 5. pousse d€velopp6e sur un explant issu du mat€riel mature du clone P8235; sa tige est 6paisse et elle porte un grand nombre de

feuilles(barre = 5mm).

Fig. 6. Explant d'origine mature pr6sentant des bourgeons de type anormal; les bourgeons sont jaunes (barre = 1'5 mm)'

Fig. Z. Explant d'origine mature presentant des pousses de type anormal; les pousses sont de couleur vert pdle et leurs feuilles sont trbs

fines et ins6r6es tout le long de Ia tige (barre = 5 mm).

Fig. 8. pousses pB 235 issues du materiel microgreff6, enracin6es in vitro sur milieu MER, 30 jours aprbs le traitement d'induction

(barre = 6 mm).

Fig. 9. pousses d6veloppdes sur des explants mixtes issus de microgreffes du clone PB 235; leurs tiges sont fines et elles ne portent que

deux h trois feuilles (barre = 5 mm).

Fig. 10. Microbouture IRCA 18 issue du mat6riel microgreff6, sevr6e aprbs enracinement in vitro et d6velopp6e pendant six mois en

serre: rc = lgprise de croissance (barre : 1,8 cm).

L'inf6riorit6 du mat6riel mature, du point de vue de I'aptitude

d d6velopper des pousses, s'observe aussi dans le cas des

nombres 
^moyens- 

de pousses d6velopp6es par explant

(Figure 14).

MoRpuoloclE DES PoussES. Les pousses prdsentent un

aspect morphologique trbs diff6rent en fonction de leur ori-

gine: les pousses d6velopp6es sur les explants issus de micro-

lreffe ou du mat6riel t6moin juv6nile 01! une tige trds fine

Et pott"nt deux )r trois feuilles (Figure 9), alors que celles

form6es par les explants issus du mat6riel mature ont un dia-

mbtre nettement sup6rieur, un feuillage plus fourni et des

entre-noeuds courts (Figure 5).

QUaIITE DES POUSSES ET BRUNISSEMENT DES EXPLANTS.

Les explants microgreff6s ne d6veloppent que des pousses

pr6seniant un aspect normal (Figure 9), alors qu'environ

SO% d"t explantJ matures d6veloppent des bourgeons etlou

des pousses consid6r6s comme anormaux (Tableau l): les

bourgeons sont alors jaunes (Figure 6) et les 
-pousses 

se carac-

t6.irJnt par leur couleur vert pdle et leurs feuilles trds ftnes

(Figure i\. Le matlriel juv6nile ne pr6sente que 26Vo de sou-

ches d6veloppant de telles anomalies.

Par ailleurs, alors qu'environ 9O% des explants matures

et 607o des explants juv6niles sont le siBge de ph6nomdnes

d'oxydation cbnduisant au noircissement complet de la
.o"ile, plus ou moins pr6cocement au cours des cycles de

culture, les souches issues du mat6riel microgreff6 ne pr6-

sentent pas d'oxYdation.

ENRRcInr,uBNr. Les r6sultats pr6sent6s (Tableau 2) cor-

respondent i la moyenne de deux essais dans le cas des

-ui6ri"lt mature et juv6nile et de trois essais dans le cas du

mat6riel issu de microgreffe. Ils rdvdlent une nette sup6rio-

rit6 des microboutures issues des explants juv6niles et des

explants de microgreffes dans leur capacit6 d s'enraciner
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rableau 1' Microbouturase d'Hoevea Drasrl';ezsrt"ra;;.il"d:!:,[Tit:1,1.r.:1,1rTff"iff,.'!"i,ffi;tr.;uou a.. t*,.c"o,", uno.-".o G*pr",'t,

G6notype GTI ill.

Juv6nile

IRCA 18 PB 235
Origine des explants Mature Microgreff6 Mature Microgreff6
Nombre total d'exolants
Taux d'explants anormaux (%)

89
26a!

r68
52b

21

0a

22
0a

122

55b
zPar rapport au nombre total d'explants introduits in vitro.
]-Les valeurs suivies de lettres diff6rentes sont significativement diff6rentes d p < 0,1% (test a2)

Tableau2' Microbouturaged'Heveabrasiliensis.Tauxd'enracinementzin vitro(Vo)obtenussurl'ensembledesessais,enfonctiondel,originedes
pousses

G6notype GTI iil. IRCA 18 PB 235
Origine des explants Juv6nile Mature Microgreff6 Mature Microgreff6
Nombre de pousses testdes
Taux d'enracinement ( %\

63
73a

45
7b

44
68ar-'

JO

3b
73
70a

230 jours aprds transfert sur milieu MER
'uLes valeurs suivies de lettres diff6rentes sont significativement diff€rentes d p < 0,1% (test x2).

(Figure 8) par rapport aux microboutures issues du mat6_
riel mature. Dans le cas du mat6riel mature, quatre pousses
seulement (sur un total de 8l pousses test6e;) ont pu Ctre
enracin6es sur I'ensemble des deux gdnotypes. Dej essais
de sevrage des microboutures enracinEes isiues des explants
microgreff6s conduisent ir des taux de reprise de croisiance
(Figure l0) de 45% et de 5l % respectivement pour les clones
IRCA 18 etPB 235.

DISCUSSION
Lutilisation de matdriel microgreff6 pour le microbouturage
des deux clones 6tudi6s permet I'am6lioration de I'aptituie
des explants d la caulogendse axillaire, dont t6moignent la
formation de bourgeons et de pousses ir chaque rycle-de cul-
ture ainsi que la bonne qualitd de leur ddveloppement. Il faut
noter que I'h6t6rogdn6it6 g6notypique du mareriel t6moin
juv6nile est vraisemblablement h lbrigine des r6sulats moyens
concernant les pourcentages d'explants aptes h la cauloge_
ndse par rapport au mat6riel microgreff6. En effet, ind6p6n_
damment de la maturitd du mat6riel veg6tal, le g6notype inter_

_ti91t {q ses capacitds au microbouiurage (bunsran et al.
1989; Junker et Favre 1989) et certains gEnotypes d'h6v6a,
mdme juv6niles, pr6sentent peu dhptitudes h li caulogenbse
dans nos conditions de culture (r6sultats non publi6i).

L'utilisation de mat6riel clonal issu de microgleffe permet
aussi la r6cup6ration de I'aptirude rhizogdnJin vitro des
pousses form6es qui, pour les deux clones 6tudi6s, redevient
comparable ir celle des pousses issues des explants nodaux
d'individus juv6niles.

L'am6lioration de I'aptitude caulogbne in vitro, ir la suite
du microgreffage, a 6gilement 6t6 6bserv6e chez d'autres
ejpdges ligneuses, telles que pseudotsuga menziesii (De la
_Goublaye de Nanrois 1980), Thuya plicita (Misson er Gior-
Wirgot 1984), Persea americina (pliego-Alfaro et
Murashige 1987), Sequoia sempervirens (Huang et al. 1992a)
et Citrus reticulata (Huang et al. lgg2b). Lirdcup6ration
de l'aptitude rhizogdne peut, dans certains cas, n6cessiter
la^r6it6ration du microgreffage (De la Goublaye de Nantois
1980; Monteuuis 1986; Huang et al. 1992a,6).

L'action rajeunissante du microgreffage d'apex matures
sur des porte-greffes juv6niles pourrait s'expliquer par le
retrait des inhibitions de nature corr6lative li6es d la matu-
ritd du pied-mbre. En ce sens, le microgreffage in vitro per-
mettrait, en partie, de contourner les diffrcult6s inh6rentes
h Ia culture de m6ristdmes pr6lev6s sur des individus dg6s
(Dumas et al. 1989). L'influence positive du rapprochement
du greffon d'un systbme racinaire actif est aussi invoqu6e
d travers son action nutritionnelle (Chaperon 1979) etdtra-
vers son rdle dans la fourniture en substances de croissances
impliqu6es dans la juv6nilit6 (Greenwood 1987). Huang et
al. (1992a) posent aussi I'hypothbse de la transmission d'un
signal d partir des tissus juvdniles avoisinant le greffon.

Quelles qu'en soient les modalit6s, le rajeunissement
obtenu chez les deux clones d'h6v6a est bien r6el, en regard
des r6sultats obtenus in vitro. En outre, il est int6ressant de
noter qu'un taux d'enracinement de84Vo a 6t6 obtenu d partir
de 12 greffons PB 235, d6velopp6s in vitro jusqu'au pre-
mier 6tage foliaire sur le porte-greffe entier (expdrience non
pr6sent6e); ce r6sultat 6tant donc obtenu en absence de r6gu-
lateurs de croissance dans le milieu de culture et de cvcles
r6p6t6s de cultures.

L'existence d'une morphologie identique entre les pousses
issues du matdriel t6moin juv6nile et les pousses issues
d'explants microgreff6s est un bon indicateur morphologique
du rajeunissement op6r6 par cette technique. La r6duction
du diamdtre des tiges pourrait refl6ter une r6duction de la
taille des m6ristdmes apicaux, ph6nombne associ6 au rajeu-
nissement induit par la culture in vitro chez Dalhia varia-
bflis (Watelet-Gonod et Favre 1980).

Dans notre exp6rimentation, en outre, les bourgeons clo-
naux ne se r6vblent r6actifs que si une portion du porte-greffe
est maintenue en interface avec le milieu de culture. Lapr6-
sence de tissusjuvdniles, aptes h repondre favorablement aux
conditions de culture, permettrait alors une bonne alimenta-
tion des tissus clonaux qui seraient par cons6quent dans un
6tat physiologique favorable au bourgeonnement. En effet,
dans les m€mes conditions de culture, Jourdan et al. (1992)
ont montr6 chezl'hdv1a I'influence positive du faible nombre
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Glclcr dc cttltur

Fig. 13. Taux d'explants (%) produisant au moins une pousse axil-
laiie (explants avec pousses), au cours des cinq cycles de culture,

par rapport au nombre total d'explants introduits in vitro (n) en fonc-

ilon Oe ta nature du mat6riel v6g6tal (GTl ill.: n : 89; IRCA 18

mature: n = 168; IRCA 18 mirogreff6: n : 22; PB 235 mature:

n : 122:' PB 235 microgreffd: n = 21).

CYdot de culttttP

Fig. ll. Taux d'explants (%) produisant au moins un bourgeon
axillaire (explants avec bourgeons) au cours des cinq cycles de cul-
ture par rapport au nombre total d'explants introduits in vitro (n)'
en fonction de la nature du mat6riel v6g6tal (GTl ilI.: n : 89; IRCA
18 mature: n : 168:' IRCA 18 microgreff6: n = 22; PB 235 mature:

n : 122; PB 235 microgreff6: n = 2l).

0-f2sa6
Cyclca dc cnltuc

Fig. 12. Nombres de bourgeons etlou de pousses axillaires d6ve-

lopp6s par explant portant au moins un bourgeon, au cours des cinq
cycles de culture, en fonction de la nature du matdriel v€g6tal;
valeurs moyennes et intervalles de confiance (test t).

d'assises cellulaires ph6nolis6es, de la richesse en vaisseaux
xyl6miens, de I'absence de cire 6picuticulaire et enfin d'un
gradient de potentiel hydrique fortement d6croissant de la
zone de contact des souches avec le milieu de culture vers
les parties caulogdnes, sur les flux d'eau et de solut6s dans

les explants de mat6riel juv6nile. Or, des travaux ult6rieurs
ont montrd dans le cas des explants issus de matdriel mature,
que ces caracteristiques sont moins favorables b I'alimenta-
lion des parties caulogdnes (Jourdan, r6sultats non publi6s).

Notons que dans notre cas, les explants microgreffds ne pr6-

sentent iucun ph6nombne de brunissement au cours des

cycles de culture.

6

Cfrxo
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['
F

I

Cyc|ec de culturc

Fig. 14. Nombres de pousses axillaires d6velopp6es par explant

portant au moins une pousse, au cours des cinq cycles de culture,

en fonction de la nature du mat6riel v6g6tal; valeurs moyennes et

intervalles de confiance (test l).

Par lhpplication d'un seul microgreffage in vitro, nous avons

donc obienu une nette am6lioration des aptitudes caulogbne

et rhizogdne in vitro de deux g6notypes matures' D'un point

de vue pratique, ces r6sultats permettent d'envisager I'exten-

sion de cette technique de rajeunissement A d'autres g6notypes

natures d'h6v6a et leur multiplication v6g6ative par la m6thode

du microbouturage in vitro efficace sur du mat6riel juv6nile'
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