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Résumé &mdash; L’obtention de novo de bulbes in vitro est possible chez la tulipe dans un délai de 7-8 mois en utilisant
des explants issus de tiges florifères en croissance. Leur ontogenèse a été suivie histologiquement depuis la mise en
culture jusqu’à l’obtention des bulbes néoformés. Elle se déroule en 4 grandes étapes résumées de la façon sui-
vante : mise en place d’une «expansion foliacée» d’origine épidermique, formation d’un bourgeon à l’aisselle de cette
néoformation, néoformation des racines au niveau du plateau du futur bulbe et bulbification. D’un point de vue mor-
phologique, les bulbes néoformés présentent toutes les conditions requises pour pouvoir donner naissance à des élé-
ments de renouvellement fonctionnels.

Tulipa gesneriana L / culture in vitro / bulbes néoformés / histologie

Summary &mdash; In vitro neoformation of bulblets from growing floral stem segment of Tulipa gesneriana L, cv
Lucky Strike: a histological study. De novo bulblets have been obtained in vitro after 7-8 months using explant
discs excised from the growing floral stem of tulip. Their ontogeny was studied histologically, from the beginning of the
culture to the neoformation of bulbs. Four important steps have been noted: primary formation of a leaf-like structure
induced from epidermal cells, differentiation of an apical bud at the base of this neoformation, neoformation of roots of
the future bulblet and bulbification. The morphology of the neoformed bulbs indicated that they would be able to devel-
op normally.

Tulipa gesneriana L /in vitro culture / neoformed bulblet / histology

INTRODUCTION

Les recherches concernant la micropropagation
in vitro de la tulipe se sont développées, depuis
quelques années, en France, en Grande-

Bretagne et au Japon. En effet, le faible coeffi-
cient annuel de multiplication (entre 2 et 3) de
cette plante à bulbes constitue un obstacle im-
portant à la diffusion rapide des nouvelles varié-
tés. Une technique de multiplication accélérée
permettrait de réduire le délai nécessaire à la

commercialisation d’un nouveau cultivar (actuel-
lement 25 ans), et sa maîtrise présenterait un

* 
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grand intérêt surtout dans le contexte de la créa-
tion variétale.

Une première série de travaux est basée sur
l’utilisation d’explants porteurs d’un ou plusieurs
méristèmes au moment de la mise en culture.

La méthode consiste à provoquer le développe-
ment des méristèmes -inhibés in situ- par des

conditions artificielles appropriées. C’est ainsi

que Rivière et Muller (1976) parviennent, en

mettant en culture des bourgeons végétatifs
axillaires du bulbe mère, à atteindre une produc-
tion d’une dizaine de caïeux par bulbe. Une se-
conde série de travaux exploite l’aptitude des



tissus végétaux à la néoformation de bourgeons.
Les premiers résultats positifs sont ceux de Ban-
cilhon (1974) qui obtient des bourgeons néofor-
més à partir de disques issus de tiges feuillées
florifères prélevées dans des bulbes en cours de
conservation. Utilisant les mêmes fragments
d’organes, mais des conditions expérimentales
différentes, Wright et Alderson (1980), dans un
premier temps, confirment ces résultats et, dans
un deuxième temps, réussissent à provoquer la
bulbification in vitro (Alderson et al, 1983a,b;
Rice et al, 1983). À partir de fragments d’écailles
provenant de bulbes ayant à peine commencé
leur développement, Rivière et Muller (1979)
parviennent à produire des bourgeons néofor-
més, puis des bulbes. Des résultats similaires
sont obtenus par Nishiuchi (1979, 1980, 1982) à
partir de fragments d’écailles prélevées dans des
bulbes en fin de grossissement ou en cours de
conservation. Les coefficients de multiplication
observés ne sont toutefois pas clairement chif-

frés par les auteurs.

Plus récemment, Le Nard (1989) montre que
des tissus prélevés sur des tiges feuillées flori-
fères en croissance présentent la potentialité de
produire des bourgeons adventifs qui peuvent
évoluer en bulbes. De plus, le nombre de ces

derniers est nettement supérieur à celui obtenu
à partir de tiges feuillées florifères prélevées
dans des bulbes en cours de conservation (Le
Nard et al, 1987).

En conséquence, les explants de tiges
feuillées florifères, dont l’élongation est déjà bien
avancée, apparaissent actuellement comme des
tissus réactifs; ils constituent sans doute le maté-
riel le plus approprié pour la mise en place de re-
cherches destinées à obtenir les informations in-

dispensables à une meilleure maîtrise de

l’organogenèse. Nous avons, à partir de ce ma-
tériel, détecté et caractérisé les zones organo-
gènes et décrit les processus histologiques
conduisant à la formation de bourgeons adven-
tifs, puis de bulbes.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Des bulbes de Tulipa gesneriana L, cultivar Lucky
Strike, subissent dès leur récolte, un passage d’une
semaine à 34 °C suivi d’un stockage à 20 °C, à l’obs-
curité. La durée minimale de ce dernier est de 7-8 se-
maines pour permettre une différenciation totale des
organes floraux. Les bulbes subissent ensuite un pas-
sage de 9 semaines à 5 °C, nécessaire pour per-
mettre la croissance ultérieure des plantes (Le Nard et

Cohat, 1968). Les bulbes sont alors placés dans de la
vermiculite, à 16 °C et à l’obscurité totale.

Pendant la phase d’élongation rapide, les organes
aériens des plantes sont prélevés lorsque le n&oelig;ud

d’insertion de la feuille de base se trouve à environ

45 mm de la base de la fleur. Après une désinfection
de 3 min dans l’éthanol à 70%, suivie de 3 rinçages
dans de l’eau stérile, les feuilles sont supprimées,
ainsi que la fleur terminale, et la tige feuillée florifère
est découpée en disques d’une épaisseur voisine de
1 mm. Ces disques, à raison de 24 par tige feuillée flo-
rifère, sont placés, en respectant la polarité, dans des
tubes de 25 x 150 mm, contenant environ 13 ml de mi-
lieu. Ce dernier, outre les éléments minéraux de Mu-
rashige et Skoog (1962), comprend 500 mg/l d’hydro-
lysat de caséine, 200 mg/l de L-glutamine, 100 mg/l de
myo-inositol, 20 mg/l de glycine, 10 mg/l de thiamine,
5 mg/l d’acide nicotinique, 1 mg/l de pyridoxine 30 g/l
de saccharose, ainsi que les régulateurs de crois-

sance suivants : acide naphtalène acétique (ANA) 5,3
&mu;mol.l-1, benzylaminopurine (BAP) 4,4 &mu;mol.l-1, 2-
isopentényladénine (2IP) 14 &mu;mol.l-1. Le pH du milieu
est ajusté à 6,1 avec KOH 0,1 N avant addition de
l’agent gélifiant (Satiagel 10 g/l) et autoclavage
(15 min à 120 °C). Les cultures sont alors placées à
20 °C, à l’obscurité. Au bout de 2 mois, les explants
sont repiqués sur un milieu de base similaire au précé-
dent mais sans régulateurs de croissance et enrichi en
saccharose (60 g.l-1). Le pH est ajusté à 5,1 avec
KOH 0,1N avant addition de l’agent gélifiant (Satiagel
10 g/l) et autoclavage. Les cultures sont placées à
5 °C. Après 3 mois, elles sont à nouveau transférées à
20 °C.

Durant la culture in vitro, des prélèvements d’ex-
plants sont effectués régulièrement en fonction du

stade de développement. Fixés au Chamberlain (for-
mol : 2 ml; acide acétique : 1 ml; alcool 70% : 17 ml),
ils sont inclus dans la paraffine après déshydratation à
l’éthanol 100%. Des coupes de 10 &mu;m d’épaisseur
sont réalisées et colorées à l’hématoxyline de Regaud
ou au vert de méthyle pyronine (Brachet, 1953).

RÉSULTATS

Description d’une coupe transversale
d’entre-n&oelig;ud

Une coupe transversale pratiquée dans un seg-
ment d’entre-n&oelig;ud qui vient d’être prélevé sur la
plante mère montre que la zone superficielle
(fig 1) est constituée d’un épiderme recouvert

d’une épaisse cuticule et présentant une intense
activité mitotique (taux de mitoses : 8,3%). Sous-
jacent à cet épiderme, on observe un paren-
chyme cortical aux contours cellulaires plus ou
moins arrondis, ménageant de très nombreux

méats et comportant environ 6 assises de cel-



Iules puis un parenchyme périfasciculaire compo-
sé de cellules plus petites que les précédentes,
aux contours également arrondis, mais moins

méatifères. La zone profonde est constituée de
faisceaux conducteurs répartis sur 5 ou 6 cercles
concentriques (chaque faisceau comportant un
massif phloémien externe enserré dans un fais-
ceau xylémien) et d’un parenchyme médullaire.

Mise en place des expansions foliacées

Quarante huit heures après la mise en culture à
20 °C, le taux de mitoses diminue dans l’épi-
derme (8,3% à 5%) tandis qu’il reste constant

dans le parenchyme cortical (3,3% au moment
du prélèvement, 3,1% après 2 j de culture). Les
noyaux des cellules du parenchyme cortical sont
sphériques, d’un diamètre moyen de 9 &mu;m, le

RNP (rapport nucléoplasmique) est d’environ

15%; 2 à 4 nucléoles s’individualisent nettement;
le cytoplasme apparaît particulièrement dense.
Cinq jours environ après la mise en culture, cer-
taines cellules du parenchyme cortical apparais-
sent comme fortement pyroninophiles et de nom-
breux cloisonnements périclines sont observés
(fig 2). Vers le 10e j de culture, les caractéristi-
ques observées aux stades précédents s’accen-
tuent : les cloisonnements périclines au sein du
parenchyme cortical sont de plus en plus nom-
breux (fig 3). En outre, la zone périfasciculaire
est également le siège de divisions formant un
cercle de cellules qui (en coupe transversale) ap-
paraissent petites par rapport aux cellules du pa-
renchyme cortical, et empilées, rappelant ainsi
une «zone cambiale» (fig 4). Les cellules du pa-
renchyme médullaire ne se divisent pas ou très
peu (dans ce dernier cas, ce sont les cellules les
plus périphériques qui se cloisonnent).
Au quinzième jour de culture, toujours à 20 °C,

on note une prolifération cellulaire intense au

sein du parenchyme cortical avec des cloisonne-
ments périclines, anticlines et obliques. On voit
apparaître dans ce tissu néoformé de petits mas-
sifs méristématiques présentant plus ou moins
l’aspect de nodules. La localisation de ces néo-
formations semble aléatoire. Elles sont consti-

tuées de petites cellules, analogues à celles de
points végétatifs, à fort rapport nucléoplasmique
(fig 5). Dans le même temps, des divisions péri-
clines sont observées ça et là dans l’épiderme.
Le taux de mitoses, qui était de 2,1% après 5 j de
culture, est passé progressivement à une valeur
de 31,3% après 20 jours. Rapidement, les nom-

breuses divisions anticlines et périclines de l’épi-
derme conduisent à la formation d’un groupe de
cellules de taille réduite, à cytoplasme dense et
noyau volumineux (fig 6); le RNP est alors de

23%. Les mitoses épidermiques donnent ainsi
naissance à un massif de cellules (fig 7) à partir
duquel va s’organiser la future expansion folia-
cée. Ce massif méristématique devient alors de
plus en plus volumieux; des liaisons procam-
biales s’établissent entre ce dernier et les tissus

conducteurs du parenchyme néoformé sous-

jacent (fig 8). Progressivement, résultant de

nombreuses divisions périclines, des organes en
forme de lame aplatie plus ou moins allongée
sont mis en place : ce sont les expansions folia-
cées.

Formation des bourgeons

La formation des méristèmes gemmaires sur-

vient aussi bien à 20 °C qu’après transfert à
5 °C. Les expansions foliacées continuent leur
croissance, présentant l’aspect de feuilles de 5 à
10 mm de longueur (fig 9). À leur aisselle, on
note un début d’activité méristématique se tra-
duisant par l’apparition de cloisonnements péri-
clines internes et formant finalement un massif

méristématique (fig 10). Ce dernier, fortement
chromophile mais non zoné, constitue rapide-
ment une petite proéminence à l’aisselle de l’ex-
pansion foliacée (fig 11). Le méristème médul-
laire sous-jacent est bien visible. Peu de temps
après, le méristème s’entoure d’un primordium
d’écaille qui évolue rapidement en une première
ébauche d’écaille (fig 12), dont la partie apicale
s’allonge (fig 13), tandis que le primordium cor-
respondant à la deuxième écaille surgit (fig 14).
Au terme des 3 mois à 5 °C, les expansions fo-
liacées présentent à leur aisselle un bourgeon
parfaitement organisé (fig 15).

Mise en place des racines

Les cellules médullaires sous-apicales ont formé
peu à peu un plateau, au niveau duquel sont ini-
tiées les racines du futur bulbe; les premières
mitoses, conduisant à l’initium radiculaire, s’in-

stallent dans la zone périfasciculaire située sous
ce plateau. La figure 16 montre les premiers
stades d’une ébauche radiculaire : la pyronino-
philie des cellules est intense. De nombreux cloi-
sonnements périclines permettent plus tard la







formation de cellules méristématiques disposées
en files (fig 17). L’extrémité méristématique prend
de l’importance et évolue en une coiffe embryon-
naire, tandis que, par ailleurs, se différencie le cy-
lindre central (fig 18). Puis, le méristème acquiert
peu à peu sa structure définitive; une région de
faible chromaticité, ou centre quiescent, est dé-
tectable. La recrudescence des divisions cellu-
laires rend nettement visible le méristème d’une

part, la coiffe racinaire d’autre part (fig 19).

Bulbification

On peut distinguer dans la bulbification de la tu-
lipe 2 processus : l’induction ou acquisition de
l’aptitude à bulbifier et l’explicitation ou extériori-
sation du phénomène. L’induction de la bulbifica-
tion nécessite des basses températures et si
cette induction est suffisante au départ, l’explici-
tation de la bulbification se fait de plus en plus
rapidement à mesure que la température s’élève
(Le Nard, 1980).

Le processus de bulbification induit par le trai-
tement de 3 mois à 5 °C s’explicite donc lors du
transfert à 20 °C. La transformation du bourgeon
en bulbe s’effectue progressivement en 6-8 se-
maines. Dans les primordiums ou ébauches
d’écailles entourant l’apex caulinaire, les cellules
s’hypertrophient et amorcent un processus de
différenciation conduisant à la mise en réserve
de grains d’amidon qui s’accumulent à la partie
basale des cellules (fig 20). L’expansion foliacée,
à l’aisselle de laquelle se développe le petit
bulbe, commence à se déshydrater pour former
la tunique protectrice externe.

Un petit bulbe, obtenu après 2 mois de culture
à 20 °C (fig 21), est constitué de 1-2 écailles
charnues recouvrant le méristème apical qui ini-
tie de nouveaux primordiums (fig 22). On cons-
tate qu’à la base de l’écaille charnue la plus ex-
terne, s’est formé un bourgeon axillaire. Les

racines traversent les tissus du plateau en direc-
tion de l’épiderme. À ce stade, le jeune bulbe ob-
tenu in vitro a une apparence tout à fait compa-
rable à celle d’un jeune bulbe issu de semis (fig
23) : tunique protectrice externe, écailles char-
nues, réserves amylifères, racines.

DISCUSSION ET CONCLUSION

À l’issue de leurs recherches sur le comporte-
ment in vitro de fragments de tiges feuillées flori-

fères, cv Merry Widow, Wright et Alderson

(1980) avaient conclu que l’obtention d’un bour-
geonnement adventif n’était plus possible à partir
du moment où les explants provenaient de tiges
dont l’élongation rapide avait commencé. En ac-
cord avec Le Nard (1989), nous démontrons que
l’obtention de bulbes in vitro est possible chez la
tulipe, cv Lucky Strike, dans un délai de 7-8
mois en utilisant des explants issus de tiges
feuillées florifères en croissance. L’utilisation de

ce type de matériel présente de nombreux avan-
tages : à la mise à disposition d’une plus grande
quantité de tissus (24 explants minimum par tige)
s’ajoute la facilité de prélèvement; de plus, il

n’est pas nécessaire de détruire le bulbe, ce qui
permet la sauvegarde des bulbes fils. Comme
dans le cas de culture de tiges feuillées florifères
prélevées dans des bulbes en cours de conser-
vation (Le Nard et al, 1987; Baker, 1989; Wright
et Alderson, 1980) ou dans le cas de fragments
d’écailles (Nishiuchi, 1979; Rivière et Muller,
1979), la formation de ces bulbes passe, dans la
majorité des cas, par la mise en place de struc-
tures particulières que nous avons appelés
«expansions foliacées».

La mise en culture d’explants issus de tiges
feuillées florifères de tulipe en croissance, culti-
var «Lucky Strike», provoque dans un premier
temps une activation cellulaire mitotique du pa-
renchyme cortical sous-jacent. Cette activation

précoce pourrait résulter d’une part de l’interrup-
tion des corrélations avec la plante mère et

d’autre part, d’une réaction de cicatrisation due à
l’effet de la blessure. Ce qui est remarquable,
c’est que l’activation cellulaire du parenchyme
cortical se poursuit jusqu’aux environs du 15e
jour, aboutissant à la formation de petits nodules
méristématiques localisés de façon apparem-
ment aléatoire au sein du parenchyme néoformé.
D’après nos observations, il semblerait que ce

phénomène précède de quelques jours l’appari-
tion dans l’épiderme des premières divisions pé-
riclines annonciatrices de l’initiation des expan-
sions foliacées; puis, au fur et à mesure du

développement de ces dernières, les nodules

perdent peu à peu leur état méristématique. La
mise en place de ces nodules méristématiques
dans le parenchyme cortical néoformé pourrait
peut-être présenter un intérêt pour l’étude d’un
passage d’un programme non organogénétique
pour ce tissu à un programme organogénétique.
Chez Torenia fournieri, une étude physiologique
menée par Chlyah (1974a) démontre parfaite-
ment qu’une perturbation de l’équilibre des corré-
lations existant entre les divers tissus du seg-







ment entre-n&oelig;ud, associée à un apport adéquat
de substances de croissance, permet de révéler
les potentialités latentes chez des tissus appa-
remment dépourvus d’aptitude organogène au
sein du segment d’entre-n&oelig;ud considéré dans

son ensemble. Ces observations indiquent donc
qu’il peut être intéressant de séparer les tissus
les uns des autres au moment de la mise en cul-

ture afin de déterminer le rôle des corrélations in-

tertissulaires dans l’expression de la capacité or-
ganogénétique.

Dans la majorité des cas de bourgeonnement
in vitro, il apparaît que, en présence ou non de
régulateurs de croissance, le tissu épidermique,
ou sous-épidermique joue un rôle primordial, soit
dans la mise en &oelig;uvre immédiate d’un pro-

gramme mitotique aboutissant à la mise en place
des bourgeons, soit dans la formation d’un cal

dont la compétence est révélée plus tardivement.
Dans le cas de néoformation directe, les

exemples d’activation superficielle épidermique
ou sous-épidermique, conduisant au bourgeon-
nement sont nombreux, soit à partir d’embryons
(Picea abies: Von Arnold et al, 1988), soit à partir
de cotylédons (sapin de Douglas : Cheah et

Cheng, 1978), soit à partir de segments d’entre-
n&oelig;ud (Torenia Fournieri : Chlyah, 1974b), soit à
partir de tige (Lis hybride : Bigot, 1974) ou

d’écaille de bulbe (oignon : Kahane, 1990). La tu-
lipe n’échappe pas à cette règle : l’origine épider-
mique des expansions foliacées est mise en évi-
dence, ce qui, par ailleurs, permet de confirmer
les observations réalisées par Wright et Alderson
(1980). Il est toutefois intéressant de noter que
chez la tulipe in vitro, l’assise ayant la capacité
de former des bourgeons dépend de l’organe :
en utilisant comme explants des écailles du

bulbe fils principal, Rivière et Muller (1979) dé-
montrent que le bourgeonnement débute sous
l’épiderme interne.

Le suivi histologique de la mise en place des
expansions foliacées laisse apparaître que, sur
un explant réactif donné, l’épiderme ne présente
pas de zone privilégiée douée de capacité orga-
nogène particulière et que, comme chez Torenia
fournieri (Chlyah, 1974c) les centres d’initiation

de ces néoformations sont localisés en des

points apparemment quelconques de l’épiderme.
Cependant, il ne nous a pas été possible de dé-
terminer avec les méthodes d’étude classiques,
le nombre de cellules épidermiques participant à
la formation de l’expansion foliacée.

Le bourgeon apical se met en place à la base
de l’expansion foliacée. Ce résultat corrobore les

observations de Rivière et Muller (1979). De
même, Rice et al (1983) définissent 2 étapes
principales lors de la production de bulbes in

vitro : l’initiation de «pousses» à partir de la

souche cellulaire épidermique, suivie de la mise
en place d’un primordium bulbeux à la base de
chaque «pousse». Le rôle joué par le change-
ment de milieu et par l’exposition aux basses
températures ne semble pas décisif sur la for-
mation de ce bourgeon; ce dernier peut se

mettre en place indifféremment à 20 °C ou à
5 °C, puis les racines du futur bulbe sont initiées
dans les tissus du plateau.

Si les basses températures sont indispen-
sables à l’induction de la bulbification, l’explicita-
tion, quant à elle, se fait de plus en plus rapide-
ment à mesure que la température s’élève (Le
Nard, 1980). Les bourgeons sont donc transfé-
rés à 20 °C, toujours sur milieu dépourvu de ré-
gulateurs de croissance. Il a été montré, en effet

(Nishiuchi, 1979) que les cytokinines apportées
dans le milieu de culture, si elles sont indispen-
sables dans un premier temps à l’initiation des
expansions foliacées, pourraient par la suite

avoir une action inhibitrice sur l’élaboration et

l’organisation du primordium bulbeux. De la

même manière, dans le cas d’organogenèse ad-
ventive à partir d’embryons, Aubert et al (1986)
constatent que si le passage des cultures au

froid est indispensable pour la bulbification, le

maintien des régulateurs de croissance dans le

milieu inhibe complètement le phénomène; toute-
fois, le transfert sur un milieu dépourvu de régula-
teurs peut se faire avant ou après le traitement
aux basses températures. L’aspect morphologi-
que des bulbes néoformés in vitro est encoura-

geant en vue d’une éventuelle exploitation de ce
mode de multiplication. Ils présentent toutes les
caractéristiques structurales requises pour pou-
voir, une fois plantés en terre, donner naissance
à des éléments de renouvellement fonctionnels et

assurer un développement normal.

Toutefois, il peut exister une variabilité de ré-
action des génotypes à la multiplication in vitro

(Le Nard et al, 1987; Le Nard, 1989) et les résul-
tats obtenus avec un génotype ne seront pas
nécessairement transposables à d’autres sans
modifications. En conséquence, pour pouvoir
améliorer la production de bulbes in vitro, les re-
cherches doivent être poursuivies dans le but :
- de vérifier que la technique est applicable à
une large gamme de génotypes,
- d’augmenter le coefficient de multiplication in

vitro, puisqu’il apparaît qu’une augmentation du



nombre de bulbes viables passe avant tout par
une augmentation du nombre de bourgeons
aptes à produire ces bulbes,
- de compléter l’étude de l’influence des condi-
tions de culture (concentration en saccharose ou
qualité de la lumière) qui peuvent, comme dans
le cas de l’oignon (Kahane, 1990) conditionner le
processus de bulbification.
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