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Introduction

La propagation et la domestication des
arbres fruitiers et forestiers sont assu-
rées par lamultiplication sexuée qui fait
intervenir des structures reproductrices
particulieres, les organes floraux. Ces
derniers, apres fécondation, forment
des graines. Le semis des graines donne
naissance a des arbres différents de la
variété mere et différents entre eux. En
revanche, les plantes fruitieres qui sont
multipliées par la voie asexuée, par
laquelle un organisme est capable d'en
générer un autre sans intervention de
structures reproductrices spécifiques,
maintiennent les caractéristiques de leur
parent. Ce mode de reproduction est
largement pratiqué par les arboricul-
teurs et comprend plusieurs techniques,
comme le marcottage, le bouturage et
le greffage; ce dernier est appliqué chez
la majorité des arbres fruitiers (Cou-
TANCEAU, 1962).

Parmi les méthodes de propagation
asexuée, on trouve aussi la culture in
vitro qui a été retenue par de nombreux
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Résumé

Dans cet article, nous décrivons la méthode de multiplication in vitro de
trois clones du chéataignier (Maraval CA-74, Liina et Verdanesa), la tech-
nique adaptée pour leur enracinement, ainsi que celle que nous avons
développée pour le greffage in vitro.

La composition du milieu de culture et le choix du stade physiologique
adéquat pour le greffage jouent un réle important dans la réussite du mi-

Afin de s’assurer de la compatibilité entre le porte-greffe et le greffon, un
examen histologique a été réalisé sur des plantes greffées pour visuali-
ser au niveau tissulaire le degré de compatibilité entre partenaires.

cultivateurs et sélectionneurs afin de
propager intensivement et conformé-
ment leur matériel végétal de base
(ALTMAN et LOBERANT, 1998). L' utilisa-
tion de cette biotechnologie est satisfai-
sante par rapport aux méthodes tradi-
tionnelles et offre plusieurs avantages,
notamment pour I’ obtention de matériel
sain et dansun tempsrelativement court.
A cet égard, plusieurs études ont mon-
tré I' utilité du greffage d’apex in vitro
pour la multiplication et |’ assainisse-
ment des arbres fruitiers (CORNAGGIA,
1986; DEOGRATIAS et DossA, 1986). A
I’origine, cette technique fut mise au
point pour les agrumes par MURASHIGE
et al. (1972) et Navarro et al. (1975)
pour étre améliorée ensuite par RoISTA-
CHER et al. (1986).

De nombreux programmes d' améliora-
tion génétique des arbres fruitiers ont
utilisé le greffage in vitro comme solu-
tion d appoint aux problémes de la re-
production végétative et comme moyen
de résoudre des problémes agronomi-
gues majeurstelsquel’ enracinement, le
contréle de la vigueur, I’ assainissement

des arbres virosés, la sensibilité des ra-
cinesaux maladiesdu sol et |’ adaptation
des variétés aux aléas pédologiques et
climatiques (JONARD et al., 1988).

La technique de greffage in vitro a éé
appliquée chez plusieurs especes frui-
tieres ligneuses (NAVARRO, 1988), no-
tamment chez les cerisiers (DEOGRATIAS
et DossA, 1986), les pommiers (HUANG
et MiLLIKAN, 1980), les péchers (BARBA
et al., 1995) et les agrumes (Guo et
Deng, 1998).

Durant ces derniéres décennies, la cul-
ture du chétaignier a subi un fort déclin
en raison, d'une part, du bouleverse-
ment socio-économique entrainant la
dépopulation des régions montagneuses
et, d’autre part, du changement dans
les habitudes aimentaires. En plus, le
chéataignier européen a sérieusement
souffert, au niveau de ses racines, de la
maladie de I'encre causée par les
agents pathogenes Phytophthora cam-
bivora et P. cinnamomi (CrRAaDDOCK et
Bassi, 1999).

Récemment, I'intérét porté a la culture
du chétaignier a augmenté pour répon-
dre alademande du marché en fruits et
en bois. Cela a entrainé la recherche de
nouveaux cultivars producteurs ayant
une architecture de la couronne appro-
priée alarécolte et la sélection de nou-
veaux porte-greffes permettant une
meilleure adaptation de I’ arbre greffé a
I’environnement de culture et lui of-
frant une meilleure résistance a la ma-
ladie de I’encre (GoMES PeREIRA €t al.,
1993).

En Suisse, des programmes de sélection
et de croisement ont été réalisés desles
années cinquante pour améliorer la ré-
sistance de |'espéce européenne indi-
géene (Castanea sativa) (BAzzIGHER et
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MILLER, 1987). Pour cela, des especes
asiatiques ont été introduites en Europe
et surtout I’ espéce japonaise (Castanea
crenata), relativement résistante a la
maladie de I’ encre et & celle du chancre
del’ écorce causée par I agent pathogene
Cryphonectria parasitica. Ces variétés
exotiques ont été utilisées comme géni-
teur pour des croisements contrélés et
naturels, qui ont abouti a la création
deshybridesinterspécifiques utilisés par
la suite comme porte-greffe (BREISCH,
1995).

Cependant, le greffage du chétaignier
est fréguemment limité par des phéno-
meénes d’incompatibilité qui peuvent se
manifester au champ méme aprés plu-
sieurs années de croissance normale,
comme I’ont montré OraGuZIE et al.
(1999) chez le chétaignier néo-zélan-
dais, PEREIRA-LORENZO et FERNANDEZ-
Lorez (1997) chez le chétaignier espa-
gnol et Uruk et SovLu (1999) chez le
chétaignier turc.

Dans notre étude, I’ hybride interspéci-
fique utilisé comme porte-greffe est le
clone multipliéin vitro Maraval CA-74,
qui présente des caractéristiquesintéres-
santes. || offre aux variétés agreffer une
bonne résistance a I'encre, une résis-
tanceau gel précoce, une bonnevigueur,
une rapidité de mise a fruits et une
grande compatibilité (BReiscH, 1995).
Nous rapportons ici les résultats con-
cernant la multiplication, I'enracine-
ment et le greffage in vitro d apex entre
le porte-greffe Maraval CA-74 et les
deux variétés suissesL Uinaet Verdanesa
qui sont les plus répandues sur le terri-
toire du sud des Alpes.

Ce travail a été entrepris dans le cadre
d une collaboration entre le Service de
biologie végétae (culture in Vvitro)
d’ Agroscope RAC Changins, la sous-
station du sud des Alpes de I’ Institut
fédéral de recherches sur la forét, la
neige et le paysage (WSL, Birmens-
dorf) et le laboratoire de botanique
évolutive de I'Université de Neuchétel.

Matériel et techniques

Matériel expérimental

Le porte-greffe est constitué par le
cloneMaraval CA-74 qui est un hybride
interspécifique naturel issu d’ une polli-
nisation de Castanea crenata par Cas-
tanea sativa. Le matériel végétal nous
a été fourni par le Ctifl, centre de Ba-
landran (France).

Les greffons sont constitués par deux
variétés suisses, L liinaet Verdanesa. Ces
variétés sont établies et multipliées in
vitro dans le service de culture in vitro
d’ Agroscope RAC Changins(LE, 1992).
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Multiplication in vitro

Lamultiplication in vitro du chétaignier
est reconnue difficile en raison de I’ ab-
sence d'un protocole fiable pour cette
espece (BALLESTER €t al., 2001). Dans
ce travail, nous avons choisi a dessein
pour ces trois clones de chétaignier,
comme pour la majorité des especes li-
gneuses, la propagation in vitro par la
multiplication de bourgeons axillaires
(SNIR, 1982; DEOGRATIAS €t DosBA,
1986). Pour ce faire, des segments de
tige renfermant chacun un bourgeon
axillaire (env. 2-4mm de longueur)
sont cultivés dans des conteneurs en
plastique contenant 60 ml d’un milieu
nutritif de base DKW (DRIVER et Ku-
NIYUKI, 1984) ou la concentration de
CaCl,.2H,0 et Ca(NO,).4H,0 et NaFe
EDTA est respectivement de 147,950
et 40mg/l. A ce milieu sont goutés
0,2 mg/l de benzylaminopurine (BAP),
0,02mg/l d'acide 3-indolylbutyrique
(IBA), 4mg/l de thiamine, 2 mg/l
d’acide nicotinique,100 mg/l de myo-
inositol, 4 mg/l de glycine, 3% de fruc-
tose et 0,9% d' agar (Bacto® Agar).

Le pH du milieu nutritif est ajusté a 6,2
avec du NaOH ou du HCI a40,1 N avant
I"autoclavage a 121 °C (1,1 kg/cm? de
pression) pendant 15 minutes.

Les cultures sont maintenues dans un
environnement climatique avec un
éclairement dont I'intensité est de
50 umole/m?/s, fourni par des tubes
fluorescents de type Philips TLD
58 W/89, a une température alternée
(25 £ 1°C lejour, 18 £ 1 °C la nuit)
selon une photopériode de 16 heures
par jour. L"humidité relative est de 60%
dans la chambre de culture pendant
toute la durée de I’ expérimentation.

L eshouveaux bourgeonsobtenusinvitro
sont excisés et transférés sur le méme
milieu toutes les quatre semaines &fin
de produire du matériel expérimental.

Enracinement

De jeunes pousses feuillées de quatre a
cing semaines de développement culti-
vées sur le milieu de multiplication sont
coupées aleur base (env. 2-3 cm delon-
gueur) et repiquées sur un milieu d' en-
racinement, selon la technique BdR/
Ctifl-Balandran, France (BourraIN et
NAVATEL, 2000), contenant 2 mg/l
d’acide 3-indolylbyturique (IBA). Les
pousses sont maintenues pendant sept
jours a I'obscurité, ensuite elles sont
transférées sur un milieu de base de
MURASHIGE et SkooG (1962), sans ré-
gulateurs de croissance, contenant de la
vermiculite pour permettre I’ émergence
des racines durant deux semaines.

Les conditions de stérilisation et de
culture sont identiques a celles de la
phase de multiplication in vitro (voir
ci-dessus).

Technique de greffage
in vitro

Au cours des essais préliminaires, I'in-
fluence du stade de croissance des
greffons a été examinée. De ces résul-
tats, nous avons retenu des apex-gref-
fons de deux semaines de culture in
vitro, qui, dans nos conditions d' expé-
rimentation, nous ont permis d’ obtenir
les meilleures réponses au greffage.
Aussi avons-nous poursuivi les essais
de microgreffage des variétés Liina et
Verdanesa avec cette contrainte. Pour
le greffage in vitro, la greffe en fente
simple qui est la plus adaptée a notre
matériel a été retenue dans cette étude.
Des apex-greffons (env. 1cm de lon-
gueur) sont coupés et maintenusd’ abord
dans une solution de diéthyldithiocar-
bamate de sodium (DIECA) pendant
cing minutes, afin de prévenir I’ oxyda-
tion des composés phénoliques rendant
toxiques les tissus endommagés. En-
suite, dans des conditions d’ asepsie ri-
goureuses, les greffons sont taillés en
biseau de maniére aéviter une ouverture
trop large et trop profonde du porte-
greffe. Parallélement, on procéde a la
préparation du porte-greffe enraciné de
Maraval CA-74 en créant une fente
simple pour recevoir le greffon. Tous
les bourgeons axillaires du porte-greffe
sont éliminés par la méme occasion.
Puis, sous une loupe binoculaire, on
procede a |’ assemblage des deux parte-
naires a I'aide de pinces fines. Les
plants greffés sont alors cultivés sur le
milieu denracinement et maintenus
ensuite dans la chambre de culture
dans les mémes conditions climatiques
gue pendant la phase de multiplication.

Examen histologique

L’ incompatibilité au greffage, aussi bien
intra- qu’interclonal e, est un phénomeéne
trés fréquent chez le chéataignier (OrA-
GUZIE et al., 1999). Aussi, des examens
histologiques ont été réalisés afin de
Sassurer de I'affinité entre les deux
cultivars et le porte-greffe. L'examen
histologique consiste a fixer des plants
de deux semaines greffés dans une so-
Iution de formal déhyde-acide acétique-
alcool (FAA). Ensuite, les échantillons
sont soumis a une déshydratation gra-
duelle dans I’ éthanol de 20% a 100%,
suivie d’'un enrobage par infiltration
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Fig. 1. Explants initiaux de chétaignier (Maraval CA-74) obtenus
apres quatre semaines de culture a partir de bourgeons axillaires.

dans une solution de 50% d’ Historesin®
et de 50% d'éthanol absolu et enfin
dans une solution pure d’Historesin®,
selon les indications de la firme Rei-
chert-Jung (Heidelberg). 1ls sont ensui-
te découpés au microtome a une épais-
seur de 5 um, colorés par laréaction de
I’acide périodique de Schiff (PAS) et
contre-colorés au Fast green. Enfin, les
coupes sont montées dans |’ Eukitt® puis
observées au microscope.

Résultats et discussion

Multiplication in vitro

Lamultiplicationinvitro destroisclones
de chétaignier selon la méthode men-
tionnée ci-dessus a permis d obtenir
sans difficulté plus de 95% d’ explants
qui ont repris leur croissance et leur dé-
veloppement norma par la suite, sans
nécrose apicale et sans chlorose (fig. 1
et 2). Le choix du milieu de culture so-
lide et la présence de la benzylamino-
purine (BAP) et de I’ acide 3-indolylbu-
tyrique (IBA) (arespectivement 0,2 mg/I
et 0,02 mg/l) dans le milieu nutritif ont
permis le développement d' un nombre
élevé de bourgeons utilisables par ex-
plant pour le porte-greffe Maraval
CA-74 (fig. 3). La multiplication in
vitro du chétaignier est plus couram-
ment pratiquée par le biais des bour-
geons axillaires que par les apex, parce
gue le pourcentage de bourgeons utili-
sables est plus élevé. Cette méthode de
multiplication était recommandée par

plusieurs auteurs pour lafamille des fa-
gacées, reconnue difficile a reproduire,
comme le chéne et le hétre (SaN-Jose
et al., 1988). Chez le chétaignier, la
différence entre les deux méthodes
peut étre expliquée par I’ effet de domi-
nance produit par I'apex, ains que par
le développement maximal et |’ orienta-
tion morphogénétique des bourgeons
axillaires qui sont utilisés pour laremise
en culture (SANCHEZ et al., 1997).

Toutefois, on remarque la présence de
cals a la base des bourgeons issus de
cette phase de multiplication et, dans
certains cas, de plantes a feuilles vi-
treuses. Ce méme phénomene, observé
sur les jeunes pousses développées in
vitro, a été relevé auparavant par Vel
TEZ €t al. (1986) et MIRANDA-FONTAINA
et FERNANDEz-LoPez (2001) sur les
clones de chétaignier espagnols. De

Fig. 2. Jeunes pousses feuillées du clone porte-greffe Maraval
CA-74 développées a partir d’ explantsinitiaux. Barre =1 cm.

nombreux facteurs d’ ordre nutritionnel,
hormonal et physique (consistance du
gel d’'agar) entrant dans la composition
du milieu nutritif pourraient étre a
I’ origine de ce défaut dans la formation
des jeunes pousses feuillées (PAQUES et
Boxus, 1987).

Le nombre de bourgeons utilisables par
explant au cours des repiquages suc-
cessifs est également illustré dans la fi-
gure3. On observe une variation im-
portante du nombre total de bourgeons
(NTB) ainsi que du nombre de bour-
geons utilisables (NBU) au cours de
ces repiquages. Le nombre de bour-
geons utilisables est notamment plus
élevé en juillet que durant les mois
d hiver. Cette variation dans le nombre
de bourgeons peut étre expliquée, selon
GONGALVES et al. (1998), par I'activité
spécifique des peroxydases qui, en fonc-

Production de bourgeons axillaires

ONBT: Nombre de bourgeons total
8 1 B NBU: Nombre de bourgeons utilisables
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Fig. 3. Nombre de bourgeons produits par explant au cours des repiquages successifs.
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tion des conditions climatiques envi-
ronnantes, pourraient influencer la ca-
pacité de prolifération du chétaignier.
Par ailleurs, le probléme majeur surve-
nant lors de la multiplication in vitro
est le brunissement du milieu nutritif
causé par |'oxydation des composés
phénoliques libérés par le tissu végétal,
comme nous |'avions observé aupara-
vant (LE, 1992) sur les clones de ch&
taignier suisses. Afin de remédier a
cette difficulté, les explants sont main-
tenus pendant quatre a cing jours a
I’ obscurité lors de chagque remise en cul-
ture. A cet égard, SaANCHEZ et al. (1997)
et MaTo et ViEITEZ (1986) ont suggéré
pour plusieurs espéces ligneuses le
maintien &’ obscurité des explants frai-
chement inoculés. Cela contribue a
diminuer de fagon importante la conta-
mination du milieu nutritif par des
composés phénoliques exsudés lors des

repiquages.

Enracinement in vitro

Au cours de multiples repiquages sur
le milieu de multiplication contenant
0,2 mg/l de BAP, nous avons isolé les
pousses feuillées et les avons transfé-
rées sur un milieu d enracinement ap-
proprié pour qu'elles développent de
nouvelles racines adventives. Cela a
permis de reconstituer des plantes en-
tieres capables de subir des expériences
de greffage in vitro (fig. 4). L'examen
des résultats aprés deux semaines de
culture montre gu'un taux d enracine-
ment important (env. 95%) apu étre ob-

tenu avec une concentration de 2 mg/l
d' IBA. On dénombre en moyenne qua-
tre nouvelles racines produites par ex-
plant et par cycle de culture, avec une
longueur de 12 & 15 mm environ. Elles
sont vigoureuses et dotées parfoisdera-
cines secondaires. Une forte concentra-
tion d’auxine (1 a 5 mg/l) pour induire
la formation de racines adventives sur
le porte-greffe du chétaignier est, dans
le cas présent, indispensable, comme
I’ont démontré XinG et al. (1997) pour
la micropropagation du chétaignier
américain. A ce propos, des travaux an-
térieurs montrent que |’ enracinement
du chétaignier peut étre obtenu soit par
la culture de jeunes pousses feuillées
sur un milieu contenant 1 a 5mgl/l
d acide-3-indolylbutyrique (IBA), soit
par un trempage des bourgeons axil-
laires dans une solution d'IBA a forte
concentration (0,5 a1,0 g/l) pendant 30
a 120 secondes (SaNcHEz et al., 1997;
CHAUVIN et SALESSES, 1988).

Cependant, I'inconvénient majeur qui
appardit au stade de I’ enracinement est
la présence de nécroses apicaes. En ef-
fet, nous avons relevé une partie non né-
gligeable (env. 25%) de pousses feuil-
Iées présentant ce défaut aprés le cycle
d enracinement. Des observations simi-
laires ont été également faites par XING
et al. (1997). VieiTez et al. (1989) ont
aussi constaté ce défaut physiologiqueet
ont tenté d' expliquer ce phénomeéne par
une déficience en calcium, le mangue
de cytokinines dans le milieu de culture
et par une connexion vasculaire incom-
pléte entre les bourgeons et les racines
développées in vitro. Cela empéche,

Fig. 4. Clones de Maraval CA-74 enracinés sur le milieu d enracinement selon la technique
BdR.
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par conséquent, |'absorption des éé-
ments nutritifs indispensables a leur
croissance. Afin de parer a ce défaut
physiologique, divers moyens ont été
suggérés lors de la phase d'enracine-
ment, tels que I’ apport de calcium (SHA
et al., 1985; YANG et al., 1985; SINGHA
et al., 1990), des cytokinines (KATAEVA
et al., 1991; PIAGNANI €t al., 1996) ou
encore |'incorporation des vitamines
dans le milieu nutritif jouant le role
d'antioxydant a I’ encontre des compo-
sés phénoliques (LE, 2001). Dans cette
étude, nous avons utilisé des plantes
dont I’apex présentait une croissance
normale pour |'opération de greffage
ultérieure.

Greffage in vitro
et examen histologique

Latechnique de greffage in vitro décrite
plus haut permet d'obtenir les plantes
greffées avec les cultivars Verdanesa et
Llina nécessaires a |I'examen histolo-
gique (fig. 5a et b).

La reprise de greffes effectuées sur des
plantes &gées de deux semaines de
culture montre que nos conditions
d’ expérimentation sont favorables au
développement des plantes greffées. La
détermination des conditions physiolo-
giques de deux partenaires est primor-
diale pour établir un certain équilibre
entre la vigueur du porte-greffe et du
greffon, facilitant la reprise de crois-
sance ultérieurement. Dans notre expé-
rience, I’ assemblage du greffon, ageé de

Fig. 5a. Plant greffé du clone Liinasur Ma
raval CA-74. Arrét de croissance (fleche)
montrant |’incompatibilité des partenaires
aprés deux semaines en culture in vitro.



deux semaines, sur le porte-greffe ra-
ciné parait correspondre aux exigences
d ordre pratique pour réussir le gref-
fage in vitro chez le chétaignier. En ce
qui concerne les plantes ligneuses,
FRaNCLET (1981) montre que le gref-
fage d'apex prélevé sur des explants
cultivés in vitro est avantageux parce
gu'il entraine un rageunissement du
matériel adulte.

De méme que lors de I’ opération d’ en-
racinement, nous avons constaté que le
probléme majeur du greffage in vitro
était la présence de nécroses sur les
apex des greffons de la variété Liina
Ce phénomene peut étre la manifesta-
tion des symptdbmes d'incompatibilité
dite localisée (HErRRerO, 1951) entre
variété et porte-greffe. Les coupes his-
tologiques (fig. 6a et b) montrent bien
I’existence d'une barriére constituée
par un précipité dense et I’ absence de
connexion entre les deux partenaires.
Des résultats similaires ont été aussi
trouvés par HUANG et al. (1994) qui re-
Iévent le méme phénomeéne d’incompa-
tibilité de greffage chez les chétaigniers
asiatiques. Ces auteurs montrent qu'il
n'y apas de relation étroite entre I’ acti-
vité des peroxydases dans |’ apex et son
développement aprés le greffage. En
fait, cette incompatibilité localisée
semble étre due a une diffusion des
substances inhibitrices provenant des
cellules de deux partenaires (BRIAN et
DuroN, 1971) ou du greffon, qui empé-
chent le développement des cellules du
porte-greffe comme le montre Moore
(1986) dans ses travaux portant sur la
compatibilité entre poirier et cognas-

Fig. 5b. Plant greffé du clone Verdanesa sur
Maraval CA-74. Reprise de greffe (fleche)
montrant la compatibilité des partenaires
apres deux semaines en culture in vitro.

Fig. 6a. Coupelongitudinaled’ un
plant greffé aprés deux semaines
de culture. g = greffon Llina; pg
= porte-greffe Maraval CA-74.
Grossissement x 5.

sier. De méme, le stade physiologique
de la plante (DEOGRATIAS et al., 1991)
ainsi que I'oxydation des polyphénols
produits a la surface des coupes par les
deux partenaires jouent également un
réle important dans la réussite du gref-
fage (RAMANAYAKE et Kovoor, 1999).

Contrairement a la variété LUina, aprés
deux semaines de greffage in vitro entre
Verdanesa (greffon) et Maraval CA-74
(porte-greffe), lestissus s'interpénétrent
et entrent en division active de part et
d’autre (fig. 7a et b). Les observations
histologiques montrent des zones de
prolifération plus larges et plus nom-
breuses, alors que ces zones demeurent
en petit nombre et peu développées
chez Luina. Les tissus vasculaires en-
trent en contact avec les tissus cam-
biaux, offrant la possibilité d’' une con-
nexion vasculaire ultérieure, comme I'a
observé HERRERO (1951) sur le pécher
(var. Hale's early) greffé sur le porte-
greffe Brompton. L’ auteur signalequ’ un
contact est trés rapidement établi entre
les deux partenaires et que |’activité
des tissus vasculaires respectifs contri-
bue a produire une connexion continue
entre le porte-greffe et le greffon: c’est

Fig. 7a. Coupelongitudinded'un |

plant greffé aprés deux semaines m
deculture. g = greffon Verdanesa. i

pg = porte-greffe Maraval CA-74
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Fig. 6b. Ligne dense montrant la séparation des deux
partenaires et matérialisant leur incompatibilité. Gros-
sissement x 40.

un cas de compatibilité entre les deux
partenaires. A ce propos, BriaN et
DuroN (1971) ont aussi rapporté que
lorsqu’ une combinaison entre le poirier
(var. Passe-Crassane) et un cognassier
(Cydonia oblonga) est compatible, un
cambium continu se met en place,
constituant une véritable différenciation
histologique, et la combinaison évolue
alors normalement.

Aing, le greffage in vitro nous permet
d’ obtenir des plantes greffées et de dé-
tecter précocément les incompatibilités
qui se manifesteront au champ, parfois
trés tardivement apreés plusieurs années,
entrainant par conséguent des pertes
considérables pour les producteurs (Jo-
NARD et al., 1983). Cete constatation
permet d'améliorer les conditions de
greffage traditionnel, en recourant
d’une part a des plants de C. sativa sé&
lectionnés issus de semis et en plantant
d’ autre part directement des hybrides
interspécifiques sélectionnés et compa-
tibles avec plusieurs variétés. Ces deux
moyens peuvent étre utilisés efficace-
ment par les sélectionneurs de plants
du chétaignier pour réussir le greffage
au champ.
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(fleche = zones de connexion).
Grossissement x 5.

Fig. 7b. Zone montrant le début de la connexion des
deux partenaires (fléche). Grossissement x 40.
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Conclusion

O L'ensemble des résultats expéri-
mentaux concernant les conditions
de multiplication, d’enracinement
et de greffage du chétaignier in
vitro réalisés dans ce travail per-
mettent de tirer les conclusions
suivantes:

— il est possible de faire proliférer
des pousses feuillées utilisables
de trois clones de chétaignier
(Maraval CA-74, Verdanesa et
Liina) grace a I'action conju-
guée de la benzyladenine (0,2
mg/l) et de |’ acide-3-indolylbu-
tyrique (IBA 0,02 mg/l);

— I'enracinement des pousses
feuillées(cloneMaraval CA-74)
servant de porte-greffe peut étre
obtenu avec le traitement a
I"IBA a2 mg/l;

— legreffagein vitro des cultivars
Verdanesa et Liina sur porte-
greffe Maraval CA-74 est réali-
sable en utilisant des greffons
&gés de deux semaines;

— I'examen histologique effectué
sur des sujets greffés permet de
visualiser, au niveau delagreffe,
le degré de compatibilité entre
les deux partenaires.

O Des travaux ultérieurs effectués
sur d'autres génotypes sélection-
nés sont en cours de réalisation,
afin de vérifier | efficacité de cette
nouvelle technique, cela en rap-
port avec le contrble au verger.

[0 Danscette étude, le protocole expé-
rimental misau point —anotre con-
naissance pour la premiére fois —
peut constituer, en I’ absence d’ une
technique de détection fiable et re-
productible sur la compatibilité (ou
incompatibilité) au greffage du cha
taignier, une alternative avantageu-
se permettant d’ éviter de longues
annéesd’ observation au champ.
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Summary
In vitro micrografting of chestnut (Castanea sativa Mill.)

A method for in vitro propagating, rooting and grafting of three clones of chestnut
(Maraval CA-74, Liinaand Verdanesa) is described in this paper.

The composition of the nutrient medium and the choice of the physiological stage
suitable for grafting can play an important role for the successful result in the micro-

To ensure the compatibility between scion and rootstock, an histological study was
realized on the grafted plantlets in view to visualize the compatibility degree between

Key words: Castanea crenata x Castanea sativa, chestnut, in vitro grafting, apical

beschrieben.
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Zusammenfassung
In vitro Mikro-Veredelung des Kastanienbaums (Castanea sativa Mill.)
In diesem Artikel wird eine Methode zur Massenvermehrung, Wurzelbildung und
Veredelung von drei Kastanien-Klonen (Maraval CA-74, Liina und Verdanesa)

Die Zusammensetzung des Nahrmediums und die Wahl der fur die Veredelung
geeignete physiologische Phase konnten eine wichtige Rolle spielen fir den Erfolg

Um auf dem Niveau des Gewebes den Kompatibilitétsgrad der Sorte mit der Unterlage
sicherzustellen wurde eine histol ogische Studie durchgefiihrt.
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