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RÉSUMÉ Des disques de hampes florales prélevées chez des bulbes de tulipe en cours de conservation à 20 °C, cvs
« Lustige Witwe », « Paul Richter » et « Apeldoorn », ont été cultivés in vitro et leur aptitude à la néoforma-
tion d’organes de multiplication a été étudiée.
Chez les trois cultivars, la néoformation d’organes de type foliacé à partir des tissus externes des explants a pu
être observée après environ 1 mois de culture. En présence du milieu minéral de Murashige et Skoog, les con-
ditions les plus favorables ont été les suivantes : acide i-naphtalène acétique 1 mg/1, 6-benzylaminopurine
1 mg/1 ou 2-isopentényladénine 1 à 3 mg/1, obscurité, température inférieure ou égale à 20 °C. La plus grande
aptitude à la néoformation a été décelée au niveau de la zone médiane de la hampe, mais le pourcentage
d’explants réactifs, maximum en novembre (90 p. 100), a diminué progressivement pour s’annuler à la fin du
mois de janvier.
Après un passage à température basse, 2 à 3 mois à 6 °C, suivi d’un transfert à 18-20 °C, la bulbification de
certaines néoformations a été obtenue in vitro, en particulier quand elles avaient été produites sur un milieu
contenant de la 2-isopentényladénine. Seulement un tiers des néoformations initiales a évolué en donnant des
bulbes (soit 0,2 à 2 bulbes par explant ou encore 1,2 à 12 bulbes par hampe florale). Au cours de l’acclimata-
tion, les bulbes de petite taille ont présenté un taux de survie très faible (90 p. 100 d’entre eux n’ont pas levé).
Les obstacles à une multiplication rapide de la tulipe, à partir de la culture in vitro de fragments de hampes
florales prélevées dans des bulbes en cours de conservation, sont discutés.

Mots clés additionnels : Tulipa gesneriana L. ; multiplication in vitro ; bulbification ; acclimatation ; co!/-
ficient de multiplication.

SUMMARY In vitro multiplication of tulip (Fulipa gesneriana L.) from flower stem explants taken from stored
bulbs.

Flower stem explants from tulip bulbs stored at 20 °C, cvs ’Lustige Witwe’, ’Paul Richter’ and ’Apeldoorn’,
were put in in vitro culture and their capacity to produce propagating organs was studied. For all three

cultivars, production of leaf-like organs from the external tissues of the explants was observed after nearly one
month of culture. In the presence of Murashige and Skoog mineral medium, the most favourable conditions
were : x-naphthaleneacetic acid 1 mg/l, 6-benzylaminopurine I mg/I or 2-isopentenyladenine 1 to 3 mg/l,
darkness, temperature below or equal to 20 °C. The highest rate of neoformation was obtained with explants
containing nodal parts. The percentage of reactive explants reached a maximum in November (90 %), then
steadily decreased. No neoformations were produced by the end of January. Following a low temperature
treatment, 2 or 3 months at 6 °C, and a transfer to 18-20 °C, some of the leaf-like organs produced bulblets,
especially when their neoformation took place in the presence of 2-isopentenyladenine. Only one third of the
leaf-like neoformations produced bulblets (i.e. 0.2 to 2 bulbs per explant or 1.2 to 12 bulbs per flower stem).
During acclimatization, most of the smallest bulblets did not survive (90 % did not grow). The obstacles to
rapid propagation of tulip by in vitro culture of flower stem explants from dry stored bulbs are discussed.

Additional key words : Tulipa gesneriana L. ; in vitro propagation ; bulbing ; acclimatization ; propaga-
tion rate.



1. INTRODUCTION

La tulipe (Tulipa gesneriana L.) possède un bulbe à
renouvellement annuel : planté, il disparaît progressi-
vement ; il est remplacé par des bulbes-fils produits
par les bourgeons végétatifs situés sur le plateau à
l’aisselle des écailles, à raison généralement d’un bour-
geon par écaille. Le nombre d’écailles fixe donc la

potentialité de multiplication d’un bulbe : selon sa

taille, ce nombre varie d’un minimum de 2 à un maxi-
mum de 6, mais par suite de l’existence de relations de
dominance entre les bourgeons, seule une partie
d’entre eux se transforment en bulbes-fils. De ce fait,
le coefficient réel de multiplication d’un cultivar de
tulipe se situe aux environs de 2 ou 3, ce qui constitue
évidemment un frein à la diffusion rapide de nou-
veaux génotypes.
Une telle situation explique que des recherches aient

été entreprises pour tenter de mettre au point une
méthode de multiplication rapide de la tulipe à partir
de cultures de tissus in vitro. Les premiers résultats
positifs furent ceux de BANCILHON (1974) qui obtint
des bourgeons de néoformation à partir de disques de
hampes florales prélevées dans des bulbes en cours de
conservation, c’est-à-dire à un stade où le bourgeon
floral n’a pas encore commencé sa croissance active.

Utilisant le même type de tissus, mais des condi-
tions expérimentales différentes, WRIGHT & ALDER-
SON (1980), dans un premier temps, confirmèrent ces
résultats puis, dans un deuxième temps, réussirent à
provoquer la bulbification in vitro (ALDERSON et al.,
1983a et b ; RICE et al., 1983).
A partir de fragments d’écailles prélevées soit chez

des bulbes ayant à peine commencé leur développe-
ment (RIVIÈRE & MULLER, 1979), soit chez des bulbes
en fin de grossissement ou en cours de conservation
(NISHIUCHI, 1979, 1980, 1982), une néoformation de
bourgeons puis une production de bulbes in vitro ont
également été obtenues. Les coefficients de multiplica-
tion observés n’ont toutefois pas été clairement chif-
frés.
Comme dans le cas de plantes entières (LE NARD &

COHAT, 1968), l’induction de la bulbification in vitro
n’est possible que lorsque les bourgeons de néoforma-
tion sont placés pendant quelques semaines à tempéra-
ture basse. La bulbification proprement dite se réalise
ensuite après transfert à température plus élevée, 20°
à 25 °C, et est favorisée par une forte concentration,
60 g/1, de saccharose dans le milieu (NtSHmCHI,
1980 ; RICE et al., 1983).
Lors de la mise en culture de disques de hampes flo-

rales prélevées chez des bulbes en cours de conserva-
tion, nous n’avons pas toujours réussi à reproduire les
résultats de BANCrr.HON (1974) ni ceux de WRIGHT &
ALDERSON (1980). Ceci a conduit à mettre en place
des recherches destinées à mieux préciser l’influence
d’un certain nombre de paramètres (génotype, fac-
teurs de l’environnement des cultures, nature des

régulateurs, ...) tant sur l’obtention de néoformations
que sur la bulbification in vitro.

Il. MATÉRIEL ET MÉTHODES

Des bulbes, d’une circonférence comprise entre i 1
et 12 cm, appartenant aux cultivars « Lustige Witwe »

(synom. : « Veuve Joyeuse », « Merry widow »),
« Paul Richter » et « Apeldoorn », après un passage
d’une semaine à 34 °C dès leur récolte au début du
mois de juin sont conservés ensuite à 19-20 °C à
l’obscurité. Dans ces conditions, après sa différencia-
tion, le bourgeon floral manifeste une croissance très
lente et il s’en suit que ses caractéristiques physiologi-
ques évoluent dans le temps.

Des hampes florales ont été prélevées, périodique-
ment, de la fin du mois de septembre à la fin janvier.
Pour effectuer ces prélèvements, les bulbes, après
avoir été débarrassés de leur tunique, sont désinfectés
par un passage rapide dans l’alcool à 70 ° (30 s) suivi
d’un trempage dans une solution filtrée d’hypochlorite
de calcium à 10 p. 100, additionnée de quelques gout-
tes de mouillant, pendant 30 mn. Ils sont ensuite rin-
cés 3 fois à l’eau distillée stérile. Par dissection, le

bourgeon floral, constitué généralement de 4 entre-
noeuds et d’une fleur complète (fig. 1) est dégagé du
bulbe. Après suppression des feuilles et de la fleur ter-
minale, la hampe florale est fragmentée en disques
(fig. 1) d’une épaisseur comprise entre 1 et 1,5 mm.
Lors des premières mises en culture (fin septembre), la
longueur de la hampe est de l’ordre de 8 à 9 mm, ce
qui permet de prélever 6 explants, nombre qui sera

maintenu constant au cours de toutes les manipula-
tions.

Les disques ont été placés en respectant la polarité
(section basale au contact du milieu) dans des tubes de
25 mm x 150 mm contenant 20 ml de milieu. Deux
formules de base ont été utilisées :
- la première, désignée par A, est constituée des

macroéléments, microéléments et vitamines de
MURASHIGE & SKOOG (1962) additionnés de 500 mg/1
d’hydrolysat de caséine, de saccharose (30 g/1) et de



régulateurs de croissance à raison de 1 mg/1 d’acide
naphtalène acétique (auxine ; ANA) et de 1 mg/1 de
benzylaminopurine (cytokinine ; BAP) ;
- la seconde, désignée par B, comprend, outre les

éléments minéraux de MuRasHicE & Srcoo!, 500 mg/1
d’hydrolysat de caséine, 20 mg/1 de glycine, 200 mg/1
de L-glutamine, 5 mg/1 d’acide nicotinique, 100 mg/1
de myo-inositol, 10 mg/1 de thiamine, 1 mg/1 de pyri-
doxine et 30 g/1 de saccharose, milieu inspiré de Nis-
HIUCHI (1979), et complété par des régulateurs de
croissance dont la nature et la concentration ont pu
varier selon les expériences.

Le pH des milieux A et B est ajusté à 6,1 avec KOH
avant addition de gélose (Bacto agar Difco, 8 g/1) et
autoclavage (110 °C ; 20 mn).
Dans le cas où les cultures ont été placées à la

lumière, l’éclairement était fourni par des tubes fluo-
rescents en mélange, pour moitié du type blanc soleil
de luxe (Philips 40 W) et pour moitié de type Gro-lux
(Sylvania 40 W) pendant 16 h par jour.

La température de culture sera précisée lors de la

présentation des résultats.

lll. RÉSULTATS

A. Facteurs influençant l’organogenèse

Après leur mise en culture, les disques de hampe
florale présentent d’abord un allongement, plus ou
moins important selon l’origine de l’explant et les con-
ditions de culture. Cette croissance est limitée si, dans
les semaines qui suivent la mise en culture, on

observe, à partir des tissus externes, la production
d’organes ayant un aspect de feuilles et qui seront

appelés ici néoformations foliacées. Celles-ci peuvent
être bien individualisées, mais sont parfois fasciées

(fig. 2). La présence d’au moins une de ces néoforma-
tions (taille supérieure ou égale à 1 mm) caractérisera
un explant réactif.

Les explants qui ne produisent pas de néoforma-
tions se nécrosent plus ou moins rapidement. Ceci
indique que les néoformations constituent des zones
actives semblant indispensables à la survie de l’explant
lui-même.

l. Influence des conditions de l’environnement

Deux facteurs ont été étudiés : lumière et tempéra-
ture.

a) Influence de la lumière

Des disques de hampes florales des cultivars « Paul
Richter » et « Lustige Witwe » ont été placés sur les
milieux A et B (cf. matériels et méthodes), à 20 °C,
soit à l’obscurité, soit à la lumière. Les résultats du
tableau 1 indiquent que les deux cultivars ont des

comportements différents. A la lumière, la production
de néoformations foliacées paraît totalement inhibée
chez « Paul Richter » alors qu’elle est possible chez
un certain nombre d’explants de « Lustige Witwe ».
La culture à l’obscurité entraîne un accroissement du
nombre d’explants réactifs chez « Lustige Witwe »
d’une part, et permet la production de néoformations

foliacées chez « Paul Richter » d’autre part. La réac-
tivité des explants de « Paul Richter » est alors prati-
quement équivalente à ceux de « Lustige Witwe ».
La culture à l’obscurité favorise donc la production

de néoformations foliacées et homogénéise les com-

portements des deux cultivars. En condition éclairée,
le résultat paraît fortement dépendant du génotype
utilisé.

L’influence favorable de l’obsurité sur la produc-
tion de néoformations foliacées a été confirmée pour
le cultivar « Apeldoorn ».



b) Influence de la température

Des disques de hampes florales des cultivars « Paul
Richter » et « Apeldoorn », cultivés sur le milieu B
contenant de l’ANA (1 mg/1) et de la BAP (1 mg/1),
ont été placés à 18 °C, 22 °C ou 27 °C, à l’obscurité.

Les résultats de la figure 3 mettent en évidence
l’influence défavorable de la température de 27 °C,
tant sur le nombre d’explants réactifs que sur le nom-
bre moyen de néoformations foliacées par explant.
Ceci est particulièrement net pour « Paul Richter »
dont les explants réagissent d’autant mieux qu’ils sont
placés à température plus basse, 18 °C. Pour « Apel-
doorn », les résultats obtenus à 180 et 22 °C sont très

comparables. Ce cultivar produit, pour des mêmes
conditions de culture, nettement moins de néoforma-
tions foliacées que « Paul Richter ».

Ces observations indiquent qu’une température
moyenne, inférieure ou égale à 20 °C, paraît la plus
favorable mais des différences d’exigences semblent
exister selon les cultivars.

Les graphiques de la figure 3 permettent également
de constater que la production des néoformations
foliacées est échelonnée dans le temps : à 18 °C, chez
« Paul Richter », le nombre moyen de néoformations

passe de 15 à 24 de la fin du premier à la fin du

deuxième mois, et chez « Apeldoorn », de 6 à 11 dans
le même temps. Les conséquences de cette asynchronie
dans la production des néoformations seront discutées
plus loin.

2. Influence de l’origine de l’explant

Les résultats du tableau 2 mettent en évidence que
la réaction des explants varie selon la zone de prélève-
ment sur la hampe florale.

Pour les trois cultivars (malgré des différences dans
les valeurs des pourcentages), il apparaît que les dis-
ques provenant de la partie médiane de la hampe flo-
rale (zone d’insertion des feuilles) fournissent 65 à

88 p. 100 d’explants réactifs, alors que 25 à 50 p. 100
seulement des disques provenant de la zone basale ou
de la zone apicale (dernier entre-noeud portant la

fleur) présentent des néoformations foliacées. La

hampe florale de la tulipe apparaît donc constituée de
portions caulinaires hétérogènes qui, placées dans les
mêmes conditions de culture, ont des potentialités dif-
férentes d’organogenèse.

3. Influence de la date de prélèvement des hampes
florales

Les courbes de la figure 4 représentent pour les cul-
tivars « Paul Richter » et « Apeldoorn », l’évolution
des pourcentages d’explants réactifs pour des hampes
florales prélevées entre la mi-octobre et la fin janvier
chez des bulbes conservés à 19°-20 °C.



Chez les 2 cultivars, le nombre d’explants réactifs
est le plus élevé jusqu’à la mi-novembre, décroît

ensuite, pour devenir nul à la fin janvier.
Une telle évolution peut s’expliquer si l’on prend en

compte :
- d’une part, l’hétérogénéité liée à la zone d’origine
des explants. Au cours de la conservation, la hampe
commence sa croissance. Or, le nombre de fragments
a été maintenu à 6, ce qui conduit à mettre en cul-
ture une plus forte proportion d’explants provenant de
la zone médiane dans un premier temps (jusqu’en
novembre). On a vu que cette zone a une plus grande
aptitude à la néoformation ;
- d’autre part, l’entrée en sénescence progressive de
la hampe florale à partir de la zone apicale vers la
base au cours de la conservation à 19°-20 °C (LE
NARD & COHAT, 1968), ce qui se traduit dans un
deuxième temps par une diminution rapide du pour-
centage d’explants réactifs (du 20 décembre à fin jan-
vier).

4. Influence de la composition du milieu de culture

Il convient d’abord de rappeler que l’utilisation du
milieu B, plus riche en composés organiques que le
milieu A, a permis d’obtenir une meilleure activation
des explants (tabl. 1).

Par ailleurs, on sait que généralement la nature de
la cytokinine utilisée et sa concentration ont une

influence sur l’organogenèse.
Une étude de l’effet comparé de la benzylaminopu-

rine (BAP), et de la 2-isopentényladénine (2 iP) a

alors été réalisée, la nature de l’auxine et sa concen-
tration restant inchangées (ANA 1 mg/1).

Les résultats portés dans le tableau 3 montrent

qu’une augmentation de la concentration en BAP de
1 mg/1 à 5 mg/1, entraîne une réduction du nombre
d’explants produisant des néoformations foliacées.
Cette réduction est moins nette dans le cas de l’utilisa-
tion de 2 iP.

D’autre part, la BAP inhibe complètement la néo-
formation de racines à partir des explants, contraire-
ment à la 2 iP pour laquelle la concentration dans le
milieu n’a aucune influence sur le pourcentage de

fragments entrant en phase rhizogène (tabl. 3 ; fig. 5).

Il apparaît donc que la nature de la cytokinine et sa
concentration influencent nettement l’organogenèse
manifestée par les fragments de hampe florale. Ces
résultats ont été obtenus avec le cultivar « Paul Rich-
ter », mais des observations comparables concernant
l’influence favorable de la 2 iP sur l’organogenèse ont
également été faites avec « Apeldoorn » et « Lustige
Witwe ». Des différences entre cultivars se situeraient
toutefois au niveau de la concentration en 2 iP la plus
favorable et au niveau de l’intensité de réaction des

explants.

B. Obtention de bulbes in vitro

Il faut d’abord signaler que, dans nos conditions
expérimentales, l’éclairement a eu peu d’influence sur
l’induction puis sur la réalisation de la bulbification

(résultats non publiés).
Les bulbes obtenus in vitro se sont formés, princi-

palement, soit à l’intérieur de la base des néoforma-
tions foliacées (fig. 6), soit à l’intérieur et à l’extré-
mité d’organes provenant de la croissance de la base
de néoformations foliacées (fig. 5). Ces organes,

appelés ici stolons (ou « dropper »), permettent
l’enfouissement des bulbes. Ils sont normalement
observés chez les semis de Tulipe et chez les petits bul-
bes issus de semis mais n’existent généralement pas
chez les bulbes florifères (LE NARD, 1977). Quelques
bulbes ont aussi été produits par des petits « bour-
geons », ne possédant pas d’organes foliacés, situés
très souvent à l’aisselle des néoformations foliacées
initiales (fig. 6).

Il a toutefois été observé que l’accroissement de
volume des bulbes et leur site de formation pouvaient



être influencés par quelques facteurs étudiés ci-
dessous.

1. Influence d’un repiquage des explants sur un

milieu sans régulateurs de croissance

Des explants ont été cultivés à 18°-20 °C, à l’obscu-
rité, pendant 4 mois, sur le milieu B additionné
d’ANA (1 mg/1), et de BAP (1 mg/1). Les explants
possédant des néoformations foliacées ont été répartis
en 2 lots homogènes puis repiqués sur le même milieu
avec ou sans régulateurs de croissance mais enrichi en
saccharose (60 g/l). Après un passage de 3 mois à

6 °C, les explants ont été transférés à 20 °C.
Les courbes de la figure 7 indiquent que la bulbifi-

cation semble pouvoir se réaliser plus rapidement à la
suite d’un repiquage des explants sur le milieu sans

régulateurs de croissance.

2. Influence de la nature et de la concentration de la
cytokinine utilisées dans le milieu de production de
néoformations foliacées

L’influence de la 2 iP a été comparée à celle de la
BAP. Les résultats portés dans le tableau 4 indiquent
que l’utilisation de la 2 iP dans le milieu favorable à

l’organogenèse a permis d’obtenir, après repiquage
sur un milieu sans régulateurs de croissance, un nom-
bre nettement plus élevé de bulbes. Pour 8 hampes
florales mises en culture, l’utilisation de la 2 iP à
3 mg/1 conduit à l’obtention de 58 bulbes, contre

25 bulbes au maximum en présence de BAP à 1 mg/l.
Dans le cas du cultivar « Paul Richter », la concen-

tration en 2 iP la plus favorable semble se situer aux
environs de 3 mg/1, sans un effet trop dépressif d’un
accroissement de la concentration jusqu’à 5 mg/l. En
revanche, une augmentation de la concentration en
BAP de 1 à 5 mg/1 tend à réduire puis à supprimer
toute production ultérieure de bulbes (tabl. 4). La
nature de la cytokinine utilisée dans le milieu de pro-
duction des néoformations foliacées influence aussi,
ultérieurement, le site de formation des bulbes. Après
utilisation de la BAP, la majeure partie des bulbes a
été produite à la base des néoformations foliacées. En
revanche, l’utilisation de 2 iP conduit à la production
d’un grand nombre de stolons qui contiennent les bul-
bes à leur extrémité (fig. 5).

Il apparaît donc que les effets de la cytokinine utili-
sée dans le milieu d’obtention des néoformations
foliacées se manifestent non seulement sur l’intensité
de cette néoformation mais également beaucoup plus
tard sur le nombre de bulbes ainsi que sur les modali-
tés de leur formation.

3. Evolution de la bulbification en fonction du nom-
bre de néoformations foliacées par explant

Après passage à température basse (6 °C), il est

apparu, vis-à-vis de la production de bulbes, une

grande variabilité entre les explants.
Pour essayer de mieux cerner ce problème, des

explants du cultivar « Paul Richter », cultivés à 18°-



20 °C, à l’obscurité, sur le milieu B additionné de
ANA (1 mg/1) et BAP (1 mg/1), ont été répartis en
3 classes selon le nombre de néoformations foliacées

qu’ils possédaient : explants avec 1 à 3 néoforma-
tions, 4 à 8 néoformations et plus de 8 néoformations.
Après repiquage sur un milieu sans régulateurs de
croissance, ils ont été placés à 6 °C pendant 2 mois
avant d’être transférés à 18 °C.

Par des observations effectuées 3 semaines après
transfert à 18 °C, on a noté visuellement l’apparition
de la bulbification qui se manifeste par le renflement
(taille > 4 mm) de la base des néoformations ou de
l’extrémité des stolons. Les explants sont sortis des
tubes après 12 semaines et le nombre de bulbes effec-
tivement formés a été compté.
La bulbification est nettement visible après 3 semai-

nes à 18 °C (fig. 8) ; les fragments comportant entre 4
et 8 néoformations présentent la proportion la plus
élevée (60 p. 100) d’ébauches en voie de bulbification.
On constate d’autre part qu’aucune nouvelle ébauche
ne manifeste en général, au cours des semaines suivan-
tes, le processus de bulbification. On constate que le
nombre de bulbes récoltés est toujours inférieur à
celui des néoformations dont la base avait manifesté
un grossissement, sauf pour la classe des explants
comportant plus de 8 ébauches foliacées en début

d’expérience. Après 12 semaines, moins du tiers des

néoformations produisent des bulbes dont le nombre
moyen par explant reste faible (de 0,6 à 3,3) mais
dépend de la classe considérée.

Il a par ailleurs été observé que les bulbes obtenus
sont en moyenne de plus petite taille quand leur nom-
bre par explant est plus élevé.

C. Evolution des bulbes obtenus in vitro

Les bulbes obtenus in vitro sont généralement cons-
titués d’une écaille charnue protégeant un méristème
(fig. 9). Ils possèdent ou non une tunique membra-

neuse selon qu’ils se sont formés à l’intérieur d’une
néoformation foliacée ou d’un stolon, ou qu’ils pro-
viennent de « bourgeons » sans organe foliacé.

Après leur sortie de tube, des bulbes ont été répartis
en 4 classes en fonction de leur diamètre : inférieur à
4 mm, entre 4 et 8 mm, entre 8 et 12 mm et supérieur
à 12 mm. Plantés en pleine terre, en conditions natu-
relles, au début du mois de novembre, ils ont mani-
festé une croissance aérienne à partir du mois de jan-
vier. Mais, comme le montre le tableau 5, une assez
grande quantité de bulbes n’a pas levé, surtout pour la
classe de diamètre inférieur à 4 mm (91 p. 100). Ceci
était essentiellement dû au fait que ces bulbes s’étaient

déshydratés, probablement à cause d’une insuffisance
de maturité lors de la sortie de tube. On récolte en

effet, à partir d’un explant, des bulbes qui non seule-
ment sont de tailles différentes mais présentent des
degrés de maturité différents, les plus petits étant

généralement les moins « mûrs » et semblant les plus
sujets à la déshydratation.

Les bulbes qui ont levé ont donné naissance à des
éléments de renouvellement suivant une modalité con-
forme à l’espèce.



IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

L’ensemble des observations rapportées ici met en
évidence que l’évolution in vitro de fragments de ham-
pes florales de tulipe, prélevées dans des bulbes en
cours de conservation (20 °C), est influencée d’une
part, par des facteurs internes, c’est-à-dire liés aux

caractéristiques des tissus eux-mêmes, et, d’autre part,
par les conditions de réalisation des cultures (environ-
nement, composition du milieu).

Le fractionnement de la hampe florale conduit à
mettre en culture des tissus qui présentent des aptitu-
des variables à produire des néoformations foliacées
dépendant de la zone de prélèvement et aussi du
moment du prélèvement. Cette aptitude évolue en

effet dans le temps : elle est maximum au mois de
novembre et décroît ensuite rapidement. On sait par
exemple que, dans le cas des inflorescences de tabac

(CROES et al., 1985), des tissus dont les états physiolo-
giques sont différents manifestent des réactions iné-

gales dans les mêmes conditions de culture ; d’autre
part, pour obtenir une activation organogène identi-
que, la teneur et la nature des régulateurs de crois-
sance sont à modifier (fragments de tiges de chrysan-
thème : MtYAtcAZi & TASHIRO, 1978). Une telle situa-
tion complique évidemment la définition des condi-
tions optimales de culture. On remarquera que nos
observations concernant l’influence de la zone d’ori-

gine de l’explant sont en accord avec celles de
WRIGHT & ALDERSON (1980).

Parmi les facteurs qui influencent la production de
néoformations foliacées, il a été noté que les condi-
tions d’environnement sont importantes. L’utilisation
de températures moyennes 180 à 20 °C, et de l’obscu-
rité favorise la production de néoformations foliacées.
Au cours de cette étude, il est toutefois apparu qu’il
peut exister une forte interaction entre le génotype uti-
lisé et les conditions de culture. Ceci se manifeste au
niveau des températures les plus favorables, mais est
surtout net si l’on considère les comportements des
cultivars à l’égard de la lumière. En condition éclai-
rée, toute possibilité de production de néoformations
foliacées paraît inhibée chez « Paul Richter » alors

que ce n’est pas le cas pour « Lustige Witwe ».
La mise en évidence de l’influence favorable de

l’obscurité confirme les observations de BANCILHON

(1974) faites avec le cultivar « Paul Richter ». On

peut signaler encore que les conditions d’environne-
ment définies ici comme favorables à l’obtention de
néoformations foliacées diffèrent de celles utilisées

pour la stimulation de l’organogenèse à partir, soit de
fragments d’écailles de bulbes de tulipe (Nismucm.
1979 ; RIVIÈRE & MULLER, 1979), soit d’embryons de
tulipe (AUSERT et al., 1986). Ces deux types de tissus
ont en effet été cultivés à la lumière.

L’organogenèse qui se manifeste au niveau des frag-
ments de hampe florale est également fortement
influencée par la nature de la cytokinine utilisée dans
le milieu de culture. La 2 iP, comparée à la BAP,
entraîne une réaction organogène plus diversifiée car,
outre la production de néoformations foliacées, il est

possible d’observer soit l’émission de racines, soit
celle de stolons (ou « dropper ») ; la formation de ces
derniers organes pourrait être considérée comme un

indice de rajeunissement, car elle est observée d’habi-
tude systématiquement dans le cas de germination de
graines de tulipe et de petits bulbes issus de semis.

L’influence favorable de la 2 iP se manifeste aussi

par la production d’un plus grand nombre de bulbes
in vitro : ceci constitue un exemple de l’arrière-effet
du régulateur sur un autre processus : la bulbification.
Cette production, dans nos expériences, a également
été favorisée par un repiquage des explants sur un

milieu sans régulateurs de croissance. Bien que les
racines émises à la suite de l’utilisation de la 2 iP ne

paraissent pas présenter de connexions directes avec
les néoformations foliacées qui donnent naissance
aux bulbes (fig. 5), il n’est pas exclu qu’elles jouent
un rôle dans le déroulement de la bulbification in

vitro.

Le nombre de bulbes obtenus in vitro est demeuré
faible. Les résultats du tableau 4 indiquent qu’à partir
d’un bulbe (mise en culture d’une hampe florale), il a
été possible d’obtenir avec 2 iP (3 mg/1) 7 bulbes en
moyenne (exceptionnellement, jusqu’à 12 bulbes). Si
l’on considère les diverses données publiées par
ALDERSON et al. (1983a et b) pour le cultivar « Lus-
tige Witwe », il apparaît que nos résultats avec le cv.
« Paul Richter » sont très comparables à ceux de ces
auteurs.

Bien qu’il soit supérieur au coefficient de multipli-
cation naturelle de la tulipe, le nombre maximum de
bulbes obtenu jusqu’à présent est encore trop faible
pour envisager une multiplication in vitro économi-

quement intéressante, d’autant plus que des pertes très
importantes ont été observées au cours de l’acclima-
tation de ces bulbes.

Comme la présence d’un plus grand nombre de néo-
formations foliacées par explant conduit également à
la production d’un plus grand nombre de bulbes

(fig. 8), il apparaît que l’augmentation du coefficient
de multiplication in vitro de la tulipe, passe d’abord
par une augmentation du nombre du néoformations
foliacées. La blessure constituant l’un des éléments

probables de la dédifférenciation cellulaire, puis de
l’entrée en mitose suivie d’une induction organogéné-
tique (BIGOT, 1972), il sera certainement intéressant
d’étudier l’influence de la fragmentation, éventuelle-
ment répétée, des explants comme un moyen d’accroî-
tre le nombre de néoformations.

Une augmentation du nombre de bulbes obtenus in
vitro passe enfin par une augmentation du nombre de
néoformations foliacées aptes à produire des bulbes.
Le fait que 30 p. 100 seulement d’entre elles évoluent
en bulbes conduit à se poser au moins 2 questions :
- la première concerne la structure des néoforma-

tions obtenues : il faut en effet prouver que toutes les
néoformations possèdent un « bourgeon » capable de
produire un bulbe, ce qui implique qu’il y ait eu mise
en place d’un méristème capable de différencier non
seulement des écailles (feuilles charnues), mais égale-
ment un plateau racinaire. Seules des études histologi-
ques permettraient d’apporter des éléments de réponse
à cette question ;
- la seconde conduit à se demander si la bulbifica-

tion n’est pas liée à un état réceptif particulier qui
rend possible l’induction du processus au niveau des
néoformations foliacées après un passage à tempéra-



ture basse. L’initiation de celles-ci n’étant pas

synchronisée, on peut penser que sur un explant, l’état
physiologique des néoformations est différent au

moment de l’application du froid. Or, dans le cas

d’un bulbe, on sait (LE NARD, 1972) que la bulbifica-
tion est stimulée par les températures basses seulement
lorsqu’il atteint une certaine « maturité physiologi-
que » dont les caractéristiques restent à définir.
Pour renforcer cette hypothèse, ALDERSON et al.

(1983a et b) ont observé que la meilleure production
de bulbes, à partir de néoformations foliacées, était
obtenue quand le traitement à température basse était
appliqué à des explants préalablement cultivés pen-
dant 14 à 18 semaines à 20 °C. De même, il a été mis
en évidence que des néoformations obtenues à partir
d’embryons de graines de tulipe étaient plus ou moins
sensibles à l’action du froid selon leur stade de déve-

loppement (AUBERT et al., 1986).
En conséquence, pour espérer améliorer de façon

significative la production de bulbes in vitro, il paraît
nécessaire de déterminer des critères qui permettraient
de caractériser des néoformations aptes à réagir à
l’influence du froid d’une façon homogène. Une telle
situation ne sera probablement observée que dans la
mesure où les néoformations se trouveront toutes

dans un état favorable, ce qui implique la maîtrise de
la synchronisation de leur initiation ; ce n’est pas le
cas actuellement.

Une telle maîtrise, conséquence d’une connaissance
plus précise des facteurs internes et externes gouver-
nant la morphogenèse à partir des explants, pourrait
avoir aussi un effet bénéfique sur l’homogénéité du
développement, puis de la maturation des bulbes in
vitro et permettrait alors une réduction des pertes lors
de la réalisation du premier cycle végétatif naturel.

Les comportements parfois différents des cultivars
utilisés dans nos expériences indiquent que les résul-
tats obtenus avec un génotype ne seront pas nécessai-
rement transposables sans modification à d’autres ;
c’est un fait connu avec de nombreuses espèces
comme la tomate par exemple (KURTZ & LtNESEa-

GER, 1983). Si par certains aspects cette variabilité de
réaction des génotypes à la multiplication in vitro
constitue un handicap, elle mérite aussi d’être explo-
rée en vue d’une exploitation éventuelle dans un pro-
gramme de sélection.

Enfin, un dernier point à évoquer est la nécessité
d’obtenir une multiplication à l’identique ; cette véri-
fication est actuellement en cours avec les bulbes obte-
nus in vitro, mais les résultats ne sont pas à attendre
avant 3 ou 4 ans, période nécessaire pour obtenir des
bulbes de taille suffisante pour fleurir.
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