Multiplication du platane par bouturage hivernal
sur couche et microbouturage in vitro
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Résumé : Le platane est un arbre trés utilisé dans le Sud de la France pour son aspect décoratif et
pratique (ombrage). Sa culture est menacée par le chancre coloré, Ceratocystis fimbriata f. sp platani
d’ou I’intérét de sélectionner des plantes résistantes a ce pathogene.

Afin de disposer d’un nombre de plantes en quantité suffisante, une technique de multiplication
efficace s’avére nécessaire. Deux techniques sont décrites : le bouturage hivernal mais qui est limité
dans le temps et le microbouturage in vitro qui permet de produire des plantes réguliérement selon la
demande. Il est a noter que les milieux de culture doivent &tre ajustés au niveau des macro —
microéléments et des concentrations en hormones de croissance en fonction des espéces ou clones
testés pour obtenir une efficacité maximale. Dans le cas de notre étude, le milieu WPM (Woody Plant
medium) présente un spectre d’action plus large que le milieu MS.

Mots clés : Platanus orientalis , Platanus occidentalis, hybrides, bouturage hivernal, microbouturage
in vitro, hormones, génotype

Abstract : Plane tree is extensively used in South of France for creating shade. Varieties with a good
level of resistance to Ceratocystis fimbriata f. sp.platani (plane tree canker stain) are strongly
requested. To develop tests on hybrids between the two species Platanus occidentalis and Platanus
orientalis or to propagate commercially resistant clones, a simple and efficient propagation technique
has to be developed. During winter, in hotbeds, hard wood cuttings without hormone give good results
even if the propagation period is short. A technique of micropropagation has been set up allowing the
production of young plants all year round. Propagation media must be adjusted according to species
or genotypes requirements for a better efficiency. In this study, the Woody Plant medium (WPM) gave
results over a broader spectrum of genotypes than the Murashige and Skoog (MS) one. A comparison
of the two methods (conventional vs. micropropagation) is given.

Keywords : Platanus orientalis, Platanus occidentalis, hybrids, winter cutting, in Vvitro
micropropagation, hormons, genotype
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1 Introduction

Le platane occupe une place importante dans nos paysages urbains et ruraux. Dans le Sud de la
France, son utilisation en alignement le long des routes ou comme ombrage sur les places est
prédominante.

Ce bel arbre du genre Platanus, de la famille des Platanacées, nous émerveille par sa stature
imposante et son feuillage abondant. Pourtant ce patrimoine végétal est menacé par une maladie
cryptogamique qui risque de le faire disparaitre de notre paysage si nous restons passifs. Cette
maladie, appelée Chancre coloré, dont I’agent pathogéne est le champignon Ceratocystis fimbriata
f.sp. platani, se caractérise par une évolution assez rapide et inexorable. En effet, 4 a 5 ans suffisent a
partir de la contamination, pour entrainer la mort d’un arbre adulte (Vigouroux, 1995).

Deux méthodes de lutte sont envisageables : lutte par prophylaxie et lutte génétique. La premicre
est rapide a mettre en ceuvre quoique contraignante et lourde. La deuxiéme s’effectue sur du plus long
terme mais est d’emploi plus simple.

Le platane commun, Platanus acerifolia (Ait) Willd, est un hybride entre Platanus occidentalis
(espece américaine, non acclimatée a nos régions) et Platanus orientalis (espéce orientale, acclimatée
en France). Il présente une grande sensibilit¢ au Chancre coloré et il semble étre génétiquement
homogéne. « La probabilité de trouver en son sein des cas de résistance naturelle est extrémement
faible. Par contre, 1’espéce américaine, Platanus occidentalis, confrontée depuis trés longtemps au
Ceratocystis (parasite originaire de ce pays) a livré quelques sources de résistance intéressantes (Mc
Cracken, résultats non publiés) » (Vigouroux, 1995). C’est pourquoi, en 1990, les chercheurs ont
effectu¢ des hybridations entre certains clones de Platanus occidentalis L. et Platanus orientalis L.

Pour vérifier le niveau de résistance des hybrides ainsi obtenus, il est nécessaire de disposer de
plusieurs copies par clone. Une technique de multiplication végétative efficace s’avere donc
nécessaire.

D'aprés Panetsos et al. (1994), la réussite de la multiplication végétative d’hybrides entre Platanus
orientalis et Platanus occidentalis est fonction du génotype et de la position de la bouture sur la tige.
Une alternative a ces problémes a été trouvée grace a 1’utilisation de la micropropagation in vitro a
partir de bourgeons (Gros, 1999).

Des équipes de chercheurs ont déja effectué la multiplication in vitro de Platanus orientalis et de
Platanus acerifolia (Ake et Lambert, 1987 ; Evers et al., 1988 ; Gjuleva et Atanasov, 1994). L’ INRA
d’Angers s’est inspiré de leurs travaux. En revanche, a notre connaissance, Platanus occidentalis n’a
jamais été multiplié in vitro.

2 Matériel et méthodes

2.1 Bouturage hivernal sur couche

Il a été effectué en janvier 1995 et 1996 sur Platanus occidentalis (clone D2A19 Stoneville) et
Platanus orientalis (clone D3 Samos) sur des rameaux agés d’un an a partir de boutures a 3 yeux. Le
substrat est constitué de 75% de tourbe et 25% de perlite (pots Jiffy®). Les Jiffy® sont déposés dans
un chassis ouvert contenant du sable et une nappe chauffante réglée a 18°C (cf Figure n°1).
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Figure n°l : Dispositif de bouturage (d’aprés A.Renoux)

2.2 Microbouturage in vitro

Une premicre étape a ¢été d’assurer la multiplication des platanes utilisés comme géniteurs dans le
plan de croisements a savoir : Platanus occidentalis L. et Platanus orientalis L..

Le premier essai de mise en culture in vitro a été réalisé a partir de bourgeons dormants prélevés en
janvier sur des boutures dgées d’un an. Pour le deuxiéme essai, des bourgeons axillaires en activité ont
été prélevés en avril sur des plantes d’un an issues d 'in vitro.

Une seconde étape a consisté a multiplier les 15 clones d’hybrides (1R1, 2R1, 3R1, 4R1, 7R1,
13R1, 1R2, 2R2, 3R2, 4R2, 5R2, 6R2, 7R2, 8R2, 9R2) issus des croisements entre Platanus
occidentalis (espéce choisie comme femelle) et Platanus orientalis (espéce choisie comme male). Les
clones R1 différent de R2 par ’origine du parent male. Le prélévement de bourgeons axillaires a été
effectué en juin a partir de tiges issues de jeunes plantes.

L’étude du microbouturage in vitro s’est déroulée de 1996 a 1999 sur Platanus occidentalis (clone
D2A19 Stoneville), Platanus orientalis (D3 Samos) et 15 clones d’hybrides.

Des bourgeons axillaires en activité (cf Photo n°l) ou dormants ont été prélevés sur de jeunes
plantes en serre ou sur de jeunes arbres. Les écailles externes des bourgeons dormants ont été enlevées
lors de la mise en culture. En effet, elles sont porteuses d’un grand nombre d’agents pathogenes
(champignons, bactéries).

Photo n°l : Mise en culture de bourgeons axillaires prélevés sur de jeunes plantes
(photo INRA, M.Djulbic)
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La désinfection du matériel végétal s’effectue a I’aide de ‘Domestos’ (solution a base de chlore
commercialisée par LEVER ) a une concentration de 100 a 200 ml/l pendant 15 a 20 minutes selon le
stade de développement du bourgeon. Cette étape est suivie de 3 ringages a I’eau stérile.

Les milieux de culture utilisés sont résumés dans le tableau n°1. Ils contiennent un antibiotique
(gentamicine a 20 mg/1), du sucre (saccharose a 20 g/l) et un agent gélifiant (agar-agar a 7 g/l). Le pH

est ajusté a 5.6 avec KOH 1N ou HCI1 1 N avant autoclavage.

Platanus orientalis L. Platanus occidentalis L.
et hybrides
WPM + CA MS + CA
BAP 0.05 mg/1 0.05 mg/1
Mise en culture AIB 0.50 mg/1 /
AIA / 0.50 mg/l
BAP 0.25 mg/l 0.25 mg/L
Multiplication AIB 2.00 mg/1 /
AIA / 2.00 mg/1
BAP 0.25 mg/1 0.05 mg/l
Enracinement AIB 2.00 mg/1 /
AIA / 0.50 mg/1

Tableau n°l : Utilisation de différentes hormones lors du cycle de microbouturage

WPM (Woody Plant Medium, Lloyd et McCown, 1980)
MS (Murashige et Skoog)

CA = Charbon Actifa 3 g/l

BAP = BenzylAminoPurine (cytokinine)

AIA = Acide 3 Indole Acétique (auxine)

AIB = Acide 3 Indole Butyrique (auxine)

3 Résultats

3.1 Bouturage hivernal

Clones Platanus orientalis Platanus occidentalis
D3 Samos D2A19 Stoneville
Nombre de boutures insérées 22 48
Nombre de plantes obtenues
. o 19 40
(5 mois aprés mise en culture)
Pourcentage de réussite 86.4 83.3

Tableau n°2 : Résultats du bouturage hivernal de 1996 en fonction des especes et clones testés

Pour le bouturage hivernal sur couche, on obtient les mémes résultats pour Platanus orientalis et
pour Platanus occidentalis.

En 1995, un premier essai de bouturage hivernal avait été effectué sur les mémes clones et dans les
mémes conditions expérimentales qu’en 1996. L’adjonction d’hormone lors du bouturage (trempage
20 secondes dans Exubérone liquide) avait été testée (cf Tableau n°3).
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Platanus orientalis

Platanus occidentalis

Clones D3 Samos D2A19 Stoneville
avec hormone sans hormone avec hormone sans hormone
Nombre de boutures insérées 59 59 30 30
Nombre de plantes obtenues 10 16 2 8
Pourcentage de réussite 16.9 271 6.7 26.7

Tableau n°3 : Reésultats du bouturage hivernal de 1995 avec ou sans hormone

D’apres les résultats, I’ajout d’hormone freine 1’enracinement. Panetsos et al. (1994) I’ont aussi
constaté sur Platanus acerifolia ainsi que Land et al. (1995) sur sycamore. Platanus occidentalis
répond moins bien que Platanus orientalis.

Par contre, sans hormone, les deux especes présentent des aptitudes similaires au bouturage. Le
pourcentage de réussite est faible en 1995 suite a des problémes de gelées tardives au printemps.

3.2 Microbouturage in vitro

Espéces et clones Clones
Platanus orientalis | Platanus occidentalis d’hvbrides
D3 Samos D2A19 Stoneville y
Nombre de bourgeons 103 107 850
No‘mbre d? planfes en serre 158 100 555
(9 2 10 mois aprés mise en culture)
Nombre de plantes/Nombre de bourgeons 1.5 0.93 0.65

Tableau n°4 : Résultats du microbouturage en fonction des clones testés

Pour le microbouturage in vitro le rapport nombre de plantes/nombre de bourgeons montre une
légére supériorité pour Platanus orientalis (cf Tableau n°4 et Photo n°2). Néanmoins, cette méthode

offre des résultats supérieurs au bouturage classique.

Photo n°2 : Platanus orientalis aprés un mois de mise en culture (Photo INRA, M.Djulbic)
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A ce stade de développement, la jeune plante est préte pour ’acclimatation en serre. Elle peut aussi
étre utilisée pour la mutiplication in vitro selon les besoins.

EFFET HYBRIDE

2,46

0.89 0,77 0,73 (g4

0,3 0,28
28 0,19 0,19 0,18 o,
018 017 o

Nombre de plantes/Nombre d'explants
&

4R1 5R2 7R1 8R2 1R1 6R2 2R2 1R2 3R1 2R1 13R1 9R2 4R2 3R2 7R2

Clones hybrides

Figure n°2 : Résultat du microbouture in vitro en fonction des clones d’hybrides

La figure n°2 montre une assez grande variabilité de comportement des hybrides liée, d’une part,
aux contaminations mais, également, a de possibles différences liées a leurs origines génétiques. Sept
clones (4R1, 5R2, 7R1, 8R2, 1R1, 6R2, 2R2) se distinguent particuliérement par une aptitude plus
marquée a la micropropagation.

En liaison avec nos collegues pathologistes, il serait intéressant de voir si les clones présentant une
disposition a I’infection in vitro se montrent aussi moins résitants aux pathogenes dans la nature.

Les photos n°3, 4 et 5 montrent le développement en serre de Platanus orientalis et Platanus
occidentalis 6 mois et an apres leur sortie d’in vitro. L’acclimation en serre s’effectue sans probléme
car les plantes ont un systéme racinaire bien établi.

Photo n°3 : Platanus orientalis, 6 mois Photo n°4 : Platanus occidentalis 6 mois
apres sa sortie d’in vitro apres sa sortie d’in vitro
(photo INRA, A.Cadic) (photo INRA, A.Cadic)
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Photo n°5 : Clones de Platanus orientalis 1 an apres leur sortie d’in vitro (photo INRA, A.Vigouroux)

4 Synthese - Conclusion : comparaison des deux
techniques de multiplication

Les deux méthodes testées ont leurs avantages et leurs inconvénients (cf Tableau n°5).

BOUTURAGE HIVERNAL MICROBOUTURAGE IN VITRO
- Efficace
- Durée de mise en culture limitée - Satisfaisante
METHODE ( 4 mois hivernaux) - Mise en culture tout au long de 1’année
- Nombre de plantes obtenues inférieur - Nombre de plantes obtenues supérieur
ou égal au nombre de boutures mises en au nombre de bourgeons mis en culture
culture
A - Laboratoire de culture in vitro +
EQUIPEMENT - Chassis + nappe chauffante chambre de culture
- Similaire pour PLATANUS orientalis ) t\éztrézble selon les especes ou clones
REUSSITE et PLATANUS occidentalis pour les . " .
clones festés - Besom de réajuster lf:s m11‘1eux pour
obtenir une efficacité maximale

Tableau n°5 : Avantages et inconvénients des deux méthodes de bouturage du platane

Au niveau du microbouturage in vitro, le systéme de désinfection doit encore étre amélioré lorsque
la mise en culture s’effectue a partir de bourgeons dormants. Dans la mesure du possible, il est
préférable d’assurer la mise en culture avec des bourgeons en activité.

Néanmoins, cette technique offre des possibilités trés intéressantes quant a la fourniture de
matériel en continu et en quantité suffisante.
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