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(> 95%) en plein champ.

Introduction

L’ absinthe (Artemisia absinthium L.) —
également appelée herbe sainte, herbe
des vierges, herbe aux vers, armoise
amere ou encore absinthe officinale —
est une espece vivace au port buisson-
nant, originaire d’Europe centrale
(Tutin et al., 1976). Appartenant a la
famille des Astéracées (Composées),
elle possede des feuilles alternes pétio-
Iées et tres découpées, de couleur gris-
verdatre dessus, blanches et soyeuses
dessous. Sa taille peut atteindre un
metre et sa floraison a lieu de juillet a
aolt (Schauenberg et Paris, 1977). On
la trouve dans les régions arides, in-
cultes, au bord des chemins ou sur les
rocailles (Aeschimann et Burdet, 1989).
Peu exigeante en matiere de sol, elle
préfere néanmoins les substrats calcaires
et riches en azote.

Cette plante trés aromatique contient un
certain nombre de constituants chimi-
ques, dont des acides malique, succi-
nique et thuyonique, des principes amers
(absinthine, anabsinthine et anabsine),
des substances tanniques et de la résine
(Riicker ef al., 1992). Les feuilles et les
fleurs contiennent une huile essentielle
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Résumeé

Cet article présente une technique de multiplication accélérée de I'ab-
sinthe (Artemisia absinthium L.) en conditions de culture stériles. De
jeunes pousses feuillées d’absinthe ont été cultivées sur un milieu nutritif
de base de Murashige et Skoog (1962) contenant 0,5 mg/l de benzyla-
dénine (BA) et 0,01 mg/l d’acide B-indolylbutyrique (AIB) pour stimuler le
développement de nouveaux bourgeons. La formation de racines adven-
tives a été réalisée en transférant les nouvelles pousses (microboutures)
sur un milieu dépourvu de régulateur de croissance. Les plantes enraci-
nées in vitro ont ainsi été acclimatées et transférées avec succes

riche en thuyone, qui est utilisée
comme agent aromatique dans la pré-
paration des boissons alcoolisées (Nin
et al., 1994). L utilisation des vertus
thérapeutiques de 1’absinthe remonte a
I’antiquité. Elle est considérée comme
stimulante, vermifuge, stomachique,
tonique, antiseptique, diurétique et fé-
brifuge (Schauenberg et Paris, 1977).
Récemment, une activité antipaludique
lui a encore été reconnue (Hernandez
et al., 1990; Riicker et al., 1992).

La reproduction de cette espece végé-
tale s’effectue par semis, par bouturage
ou par division de pieds-meres. Toute-
fois, les plantes issues de semis sont
génétiquement tres hétérogenes et la
multiplication végétative est considérée
comme un moyen peu efficace (Rodri-
guez Gonzalez et al., 2003), en raison
d’une croissance lente et d’un taux de
reproduction souvent faible a partir du
matériel initial (Nin et al., 1994). Par
conséquent, il devient urgent de trouver
une technique qui garantisse une repro-
duction conforme des génotypes sélec-
tionnés. Le développement des tech-
niques de culture in vitro, moins longues
que les méthodes de multiplication tra-
ditionnelles, offre dans le cas présent

une alternative intéressante. L’absinthe
peut ainsi €tre reproduite in vitro par
prolifération de pousses terminales (Nin
et al., 1994), par régénération de bour-
geons adventifs a partir de cals (Nin
et al., 1996) ou encore par culture de
segments nodaux (Rodriguez Gonzalez
etal., 2003).

Le présent travail cherchait a mettre au
point une technique de propagation ra-
pide et conforme des clones d’absinthe
sélectionnés en Suisse pour leurs carac-
téristiques agronomiques exceptionnel-
les. Cette recherche entre dans le cadre
d’une collaboration entre le service de
biotechnologie végétale d’Agroscope
Changins-Wédenswil ACW et Médi-
plant (Conthey), pour mener a bien des
travaux de sélection et d’amélioration
des plantes aromatiques et médicinales.

Matériel et techniques
Matériel végétal

Le matériel végétal comprend six clones
d’absinthe AB3-3, AB3-4, AB9-1, AB9-2,
ABO9-3 et AB9-5. Ces sélections possedent
des caractéristiques importantes sur le plan
agronomique et phytochimique pour la mise
en place du matériel initial nécessaire aux
programmes d’amélioration.

Installation in vitro

Des extrémités de pousses feuillées sont
prélevées sur les pieds-meres et maintenues
dans un mélange d’antioxydants (acide as-
corbique 1% + acide citrique 1,5%) pen-
dant 20 minutes. Elles sont ensuite transfé-
rées dans une solution de Benlate® a 0,1%
durant 15 minutes, suivi d’un trempage de
15 minutes dans de I’hypochlorite de sodium
a 0,8%. Puis, apres un bref ringage a ’eau
stérile, les feuilles enveloppant I’apex sont
enlevées et a nouveau trempées dans une
solution de Kohrsolin® [Glutaraldéhyde,
N,N’-bis-(hydroxyméthyle) urée (Bode &
Co., Hamburg)] a 3% pendant 15 minutes.
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Ensuite, elles sont lavées abondamment
dans de I’eau stérile et maintenues dans une
solution d’antioxydant en attendant leur
installation sur le milieu d’établissement.

Milieux de culture

Les explants initiaux, munis chacun d’un
bourgeon en phase de croissance active,
sont installés sur un milieu de base de Mu-
rashige et Skoog (1962) additionné de
1,0 mg/l de thiamine, de 0,5 mg/l de pyri-
doxine, de 0,5 mg/l d’acide nicotinique, de
100 mg/l de myo-inositol, de 0,2 mg/l de
benzyladénine (BA), de 0,01 mg/l d’acide
f-indolylbutyrique (AIB) et de 3% de sac-
charose. Pour permettre la prolifération de
jeunes pousses feuillées, les explants ini-
tiaux sont cultivés sur un milieu de base
de Murashige et Skoog (1962) contenant
0,01 mg/l d’acide f3-indolylbutyrique (AIB)
auquel s’ajoutent individuellement diffé-
rentes sources de cytokinine [benzyladé-
nine (BA), kinétine (Kin), 2-isopentényla-
dénine (2iP), zéatine (Zéa)] a une concen-
tration de 0,1 mg/l; alors que la formation
de racines adventives s’effectue en traitant
les jeunes pousses feuillées avec de I’acide
f-indolylacétique (AIA) ou de 1’acide f3-in-
dolylbutyrique (AIB) (fig. 5).

Conditions de culture

Le matériel végétal est cultivé, sauf men-
tion spéciale, dans des tubes en verre de
25 x 150 mm contenant chacun 12 ml de
milieu nutritif correspondant aux différentes
étapes de culture. Le pH des milieux nutri-
tifs est ajusté a 5,7 avant I'autoclavage a
121 °C (1,1 kg/em? de pression), pendant
15 minutes.

Les cultures sont exposées dans un environ-
nement climatique ou elles regoivent une
photopériode de 16 heures par jour. L’in-
tensité lumineuse, de 55 u-mole/m?/sec. est
fournie par des tubes fluorescents (Philips
TLD 58W/89). La température est de 22 +
1 °C de jour et de 18 £ 1 °C de nuit. L’hu-
midité relative est de 55-60% dans la cham-
bre de croissance, pendant toute la durée de
I’expérimentation.

L’effet des diverses combinaisons de régu-
lateurs de croissance sur le développement
de nouvelles pousses feuillées utilisables et
sur la formation de racines adventives est
évalué sur 16 a 20 explants par traitement.
Les expériences ont été répétées au moins
deux fois.

Sevrage et transfert

a I’extérieur

Une fois débarrassées de leur milieu nutritif
agarisé, les microplantes racinées d’ab-
sinthe sont repiquées dans un substrat horti-
cole traditionnel composé d’un mélange de
compost, de tourbe, de sable et de perlite®
(1:1:1:1) et ensuite placées dans un envi-
ronnement saturé d’humidité. Aprés une
période d’acclimatation de 72 heures, les
cultures sont ramenées progressivement
d’une atmosphere saturée d’humidité & un
environnement conventionnel de serre. Elles
sont transférées plus tard dans les couches a
I’extérieur pour étre cultivées ultérieurement
dans des sites d’expérimentation.
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Résultats et discussion
Installation in vitro

L’une des difficultés majeures de la
multiplication in vitro est d’obtenir des
explants initiaux dépourvus de micro-
organismes contaminants. Nin er al
(1994) ont rapporté a ce propos que 1’in-
fection bactérienne était effectivement
une des causes principales de perte dans
les explants d’absinthe fraichement ins-
tallés in vitro. Ces auteurs ont dii recou-
rir a I’emploi d’un antibiotique, notam-
ment la streptomycine, pour débarrasser
leurs cultures de ces bactéries. Certes,
I’adjonction d’un antibiotique dans le
milieu de culture permet de réduire les
contaminations bactériennes, mais elle
inhibe, en revanche, la croissance des
explants initiaux. Les auteurs signalent,
par conséquent, que les jeunes pousses
ont pali et se sont étiolées en cours de
culture. Dans 1I’étude présentée ici, le
procédé de désinfection décrit plus haut
permet d’obtenir du matériel totalement
dépourvu de micro-organismes conta-
minants. Une double désinfection uti-
lisant du désinfectant minéral et orga-
nique (voir Matériel et techniques) se
révele aussi efficace pour lutter contre
la prolifération de bactéries sur les ex-
plants initiaux au cours de 1’établisse-
ment in vitro.

Prolifération de pousses
feuillées in vitro

Les résultats illustrés a la figure 1 mon-
trent ’influence du type de cytokinine
ajouté au milieu de culture. En effet,
lorsque les explants sont cultivés sur un
milieu enrichi de benzyladénine (BA),
quatre a cinq nouvelles pousses feuil-

lées sont obtenues en moyenne a chaque
cycle de culture; a I’inverse, le taux de
prolifération est fortement réduit si les
explants initiaux sont placés sur un mi-
lieu contenant de la z€atine (Zéa) ou de
I’isopenténine-adénine (2iP). De méme,
la formation de nouvelles pousses sur
les milieux de culture renfermant de la
kinétine (Kin) se limite a deux nou-
velles pousses utilisables pour chaque
explant initial, tandis que le traitement
témoin sans benzyladénine produit
1,5 pousse/explant. Dans notre étude,
I’effet bénéfique de la benzyladénine sur
la prolifération des nouvelles pousses a
également été relevé avec d’autres gé-
notypes d’absinthe expérimentés, avec
une certaine différence d’amplitude
toutefois (tabl.1). Cet effet positif de la
benzyladénine sur le développement de
nouvelles pousses feuillées chez 1’ab-
sinthe est en accord avec les résultats
rapportés auparavant (Nin et al., 1994;

Fig. 2. Prolifération de nouvelles pousses
feuillées d’absinthe (A. absinthium L., clone
AB 9-5) sur un milieu enrichi de benzyla-
dénine (BA). La barre représente une lon-
gueur de 1 cm.
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Fig. 1. Influence des cytokinines sur le développement des pousses feuillées chez 1’absinthe
(Artemisia absinthium L., clone AB 9-5) en culture in vitro. Les valeurs suivies d’une méme
lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%, selon le test de Duncan.



Tableau 1. Influence de diverses cytokinines sur la prolifération des pousses

feuillées chez I'absinthe (A. absinthium

L.) en culture in vitro.

Clones AB 3-3* AB9-1* AB 9-2* AB 9-3*

(nombre de pousses utilisables/explant)
Témoin (0) 1,80+0,28b | 1,90+ 0,23b | 1,50+ 0,23b | 1,20 £ 0,23b
Kinétine (KIN) 2,10+£0,23b | 2,50 £0,28b | 2,20 £ 0,17a | 1,60 + 0,22b
Benzyladénine (BA) 5,00 £ 0,90a | 4,00 +0,81a | 2,60 £ 0,11a | 2,50 £ 0,11a
Zéatine (ZEA) 2,20+0,17b | 2,10£0,28b | 1,50 £0,17b | 1,40 £ 0,10b
Isopentényladénine (2iP) | 2,10 £ 0,28b | 2,00 + 0,11b | 1,40+ 0,05b | 1,10 £0,11b

*Dans les colonnes, les valeurs suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes (p = 0,05).

Rodriguez-Gonzalez et al., 2003). Nous
avons également examiné différentes
concentrations de BA afin de détermi-
ner la meilleure pour la mise en place
de nouvelles pousses d’absinthe (fig. 3).
On voit ainsi qu’'une absence totale
ou une faible teneur en BA ne per-
mettent pas le développement signifi-
catif de pousses feuillées. Le maximum
de pousses est obtenu ainsi avec 0,5-
1,0 mg/l de BA, pour tous les géno-

types expérimentés (fig. 3). Cependant,
I’adjonction de 1 mg/l de BA dans le
milieu de culture est moins bénéfique
pour la qualité des pousses nouvelle-
ment développées. En effet, a cette
concentration apparaissent de petites
pousses avec des entre-nceuds forte-
ment raccourcis. Celles-ci peuvent en
outre étre occasionnellement translu-
cides (hyperhydricité) et inutilisables
pour la suite des opérations d’enracine-
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Fig. 3. Effet de labenzyladénine sur le développement des pousses feuillées chez I’ absinthe (Arte-
misia absinthium L., clones AB 3-3 et AB 9-1) en culture in vitro. Les valeurs suivies d’une
méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%, selon le test de Duncan.
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ment. Nin et al. (1994) ont également
obtenu des pousses hyperhydriques dans
les cultures renfermant 1,0 mg/l de BA.
De méme, Rodriguez Gonzalez et al.
(2003) ont remarqué une diminution im-
portante du nombre de pousses feuillées
lorsque le milieu de culture est enrichi
de cette méme quantité de BA. En
considérant qu’une teneur élevée de ce
régulateur de croissance était néfaste
a la phase de prolifération, Nin ef al.
(1994) ont proposé de réduire la benzy-
ladénine a 0,2 mg/l afin d’améliorer
la qualité des nouvelles pousses. Dans
le présent travail, la concentration de
0,5 mg/l de BA a été retenue comme
optimale pour une reproduction satis-
faisante de 1’ensemble de notre maté-
riel sélectionné, avec des variations en
amplitude sur les clones expérimentés.
Cette variation interclonale, fortement
liée aux caractéristiques génotypiques
du matériel végétal, a également été no-
tée lors de la micropropagation in vitro
d’autres sélections d’Astéracées telles
que I’arnica (L&, 1994) et le genépi blanc
(L&, 1998).

Enracinement in vitro

Au cours de cet essai, nous avons cher-
ché a induire la formation de racines
adventives nécessaires au développe-
ment ultérieur des nouvelles pousses
feuillées. Les acides f[-indolylacétique
(AIA) et f-indolylbutyrique (AIB) ont
été testés afin de permettre aux mini-
boutures de développer un systeme ra-
cinaire fonctionnel (fig. 4). Comme le

Fig. 4. Jeune plante d’absinthe a la sortie de
la phase d’enracinement in vitro. La barre
représente une longueur de 1 cm.
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montre la figure 5, ’enracinement des
pousses nouvellement développées sem-
ble ne pas présenter de difficultés parti-
culieres chez I’absinthe cultivée in vitro.
L’adjonction d’un régulateur de crois-
sance dans le milieu nutritif ne permet
pas d’améliorer la capacité d’enracine-
ment des miniboutures d’absinthe par
rapport au témoin. Au contraire, on ob-
serve une diminution du nombre de ra-
cines nouvellement formées a mesure
que I’on augmente la concentration du
produit. Il est vrai que, dans le cas pré-
sent, les miniboutures ont été traitées
avec des teneurs élevées en régulateur
de croissance. Des résultats similaires
ont été rapportés par Nin et al. (1994),
qui mentionnent le faible taux d’enraci-
nement obtenu en cultivant les mini-
plantes d’absinthe avec 0,1 mg/l d’AIB.
A une concentration plus élevée d’AIB
(0,5 mg/l), ils constatent 1’apparition
occasionnelle de racines adventives sur
les pousses feuillées présentant des mor-
photypes fragiles et chlorotiques.

A
.| WAIA BAIB

AB

Nombre de racines/explant

Témoin 0,025 0,05 0,1  [mg/]

Fig. 5. Influence des régulateurs de croissance (AIA et AIB) sur la formation de racines
adventives chez 1’absinthe (Artemisia absinthium L., clone AB 9-3) en culture in vitro. Les
valeurs suivies d’une méme lettre ne sont pas significativement différentes au seuil de 5%,
selon le test de Duncan.

Fig. 6. Jeunes plantes d’absinthe (A. absinthium L.) sevrées en serre (a) et transférées en couche (b).

Dans nos conditions d’expérimentation,
I’enracinement de jeunes pousses feuil-
lées sans traitement phytohormonal a
aussi été observé lors de la reproduc-
tion in vitro des clones d’Artemisia um-
belliformis Lam. (L€, 1998).

Sevrage et transfert

a I’extérieur

A la fin de cette phase, les jeunes plantes
enracinées in vitro sont placées dans un
environnement saturé d’humidité (Fog
system) pendant plusieurs jours, afin de
les acclimater aux nouvelles conditions
de culture: tout d’abord en serre (fig. 6a),
puis a Dextérieur dans les couches
(fig. 6b). Plus de 95% des plantes ont
survécu a cette phase de sevrage et ont
continué sans difficultés particulieres
leur cycle de croissance et de dévelop-
pement en plein champ (fig. 7). Tous
les génotypes étaient conformes a leur
parent a la reprise des conditions de
culture traditionnelles.
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Fig. 7. Plantes d’absinthe (A. absinthium L.) cultivées sur le site d’expérimentation en zone
de montagne, a Arbaz (VS).



Conclusions

(4 La reproduction accélérée de 1’ab-
sinthe (Artemisia absinthium L.)
peut étre facilement réalisée a
partir d’extrémités de plantes en
croissance active, sous 1’action
d’un mélange phytohormonal con-
tenant 0,5 mg/l de benzyladénine
(BA) et 0,01 mg/l d’acide f3-indo-
lylbutyrique (AIB).

[ La formation de racines adven-
tives sur les nouvelles pousses
feuillées s’obtient en les cultivant
sur un milieu de base M & S dé-
pourvu de régulateur de crois-
sance.

1 Le transfert des jeunes plantes pro-
duites in vitro d’abord en condi-
tions de culture de serre, puis a
I’extérieur en plein champ, s’ef-
fectue sans difficultés particulie-
res. Plus de 95% des plantes ont
poursuivi leur cycle de croissance
et de développement sur divers
sites d’expérimentation.

(1 Aucune variation phénotypique
n’a été décelée dans les plantes
propagées in vitro en reprenant
les conditions de culture tradition-
nelles.

A Le protocole expérimental déve-
loppé dans ce travail constitue
donc une alternative avantageuse
a la méthode de reproduction con-
ventionnelle pour obtenir rapide-
ment le matériel végétal a forte
valeur ajoutée nécessaire aux tra-
vaux d’amélioration et de domes-
tication.
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Summary
In vitro Micropropagation of Wormwood (Artemisia absinthium L.)

A technique for rapid in vitro propagating of wormwood is described in this study.
Young leafy shoots of wormwood were cultivated on a basal Murashige and Skoog
(1962) salts medium supplemented with 0.5 mg/l Benzyladenin (BA) and 0.01 mg/l
Indolebutyric acid (IBA) to induce the development of new shoot buds. Adventitious
root formation was achieved by transferring young leafy shoots on hormone-free
medium. /n vitro rooted plants were successfully (> 95%) acclimatised and transferred
to field conditions.

Key words: wormwood, Artemisia absinthium, tissue culture, BA (6-benzyladenine),
IBA (f-indolebutyric acid).

Zusammenfassung
In vitro Vermehrung des Wermut (Artemisia absinthium L.)

In diesem Artikel wird eine Gewebekulturtechnik fiir Wermut beschrieben. Trieb-
spitzen von Wermut wurden auf einem Nirhrmedium kultiviert, die die grundsitzli-
chen Mineralsalze von Murashige und Skoog (1962) enthilt, ergidnzt durch 0,5 mg/l
Benzyladenin (BA) und 0,01 mg/l -Indolyl-buttersdure (IBS), um die Bildung von
neuen Knospen zu bewirken. Adventivwurzelnbildung wurde dadurch hervorgerufen,
dass sie auf ein hormonefreies Medium iberfiihrt wurden. /n vitro bewurzelte Pflan-
zen wurden mit Erfolg (> 95%) akklimatiziert und im Feld verpflanzt.

Riassunto
Moltiplicazione in vitro dell’assenzio (Artemisia absinthium L.)

Il presente articolo descrive una tecnica di moltiplicazione accelerata dell’assenzio in
condizioni di coltura sterile. Dei giovani germogli d’assenzio con foglie sono stati col-
tivati su un substrato nutritivo di base di Murashige e Skoog (1962) contenente
0,5 mg/l di benziladenina (BA) e 0,01 mg/l d’acido f-indolbutirrico (IBA) per stimo-
lare lo sviluppo di nuove gemme. La formazione di radici avventizie ¢ stata realizzata
trasferendo i nuovi germogli (microtalee) su di un substrato sprovvisto di regolatori di
crescita. Le piante radicate in vitro sono quindi state acclimatate e trasferite con suc-
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Invitation aux
Journées de visite 2007

Vendredi
31 aolit

et samedi
1" septembre B

Vendredi 7
et samedi
8 septembre

Horaire:
de 9h 30
a 18 heures

Tours en minibus a travers le vignoble:
Cepages blancs, rouges, teinturiers et résistants,
nouveaux clones du pinot noir

Collection variétale: visite ouverte

Raisins de table: nombreuses variétés a déguster
Dégustation de vins: ouverte toute la journée
Collation offerte dans la serre ombragée de vignes
Inscription:

Martin Auer Rebschulen ¢ Pépiniéres Viticoles
Lisiloostrasse, 8215 Hallau / SH

E-mail: auer@rebschulen.ch
Tél. 052 681 26 27 Fax 052 681 45 63

o[0T WOHTE Wind

Levures de notre dépit frigorifiquei
poesi Sdlections de Wasdenswil et i
imernationales pour

la bypicité de chaque cépage!

Informations:
v B belirggan, e e Calalogue ROLIGE

Baldi

MAL BALUTRHLEN 54
o, +#T 45 B 80 0

L B R ey LT,
sl ksioper

Bouchons

Capsules de surbouchage
Capsules a vis - Bouchons couronne
Bondes silicone - Barriques - Fits de chéne
Supports porte-barriques - Tire-bouchons @w//{a/w

LLIEGE RIBAS SA.

8-10, rue Pré-Bouvier - Z.1. Satigny - 1217 Meyrin
Tél. 022 980 91 25 - Fax 022 980 91 27
e-mail: ribas@bouchons.ch
www.bouchons.ch

Réfractometre

a
Landi

appréciez la différence

fruits et jus, etc.
0-32 % Brix,

30-140 oechsle.
18364

Sécateur a vendanges Tiger
Longueur 180 mm.

Pour usage universel
jusqu‘a @ 10 mm.
12435

Prix concurrence dés 6:50 |

ERMA ATC Automat

Pour une analyse du teneur
de sucre simple et rapide,
dans solution, vigne,

PRIX LAND/

" Prix concurrence dés 99.—

Echalas métalliques
Profilés a froid, en acier galvanisé
sendizimir, type U. Longueur: 150 cm.

33694 1,5 mm

Caisse a vendange
Dimensions: 50 x 34 x 25 cm,
poids: 1,5 kg, contenance: 37 I.
18354 jaune

18355 orange .

Impression
sur demande
possible

Valable jusqu‘au 15 septembre 2007
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