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2,4D Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique, régulateur de croissance de synthèse 

de type auxine 

2-IP 2-Isopentenyladenine, régulateur de croissance naturel de type cytokinine 

ABA Acide abscissique 

ABJP André Briant Jeunes Plants 

ACP Analyse en Composantes Principales 

ADE  Adénine hémisulfate, précurseur de cytokinine 

AdM  « Adventitious Meristems », pour les méristèmes adventifs 

ADN  Acide désoxyribonucléique 

ADNc  Acide désoxyribonucléique complémentaire 

AIA  Acide indole 3-acétique, régulateur de croissance naturel de type auxine 

AIB  Acide β indolbutyrique, régulateur de croissance de synthèse de type 

auxine 

AIPH  « International Association of Horticultural Producers », initialement 

“Association Internationale des Producteurs de l’Horticulture » 

ANA  Acide 1-naphtalène-acétique, régulateur de croissance de synthèse de type 

auxine 

ARN  Acide ribonucléique 

ARNm  Acide ribonucléique messager 

AxM  « Axillary Meristem », pour les méristèmes axillaires préformés 

naturellement 

BAP  6-benzylaminopurine, régulateur de croissance de type cytokinine 

BP  « Biological Process » pour Processus Biologiques, une classification 

fonctionnelle des termes GO : 

BSM  « Basal Solution Medium » pour le milieu de base, correspondant au milieu 

de Murashige et Skoog (1962) 

Ca(ClO)2  Hypochlorite de Calcium 

CaPP  Cordyline australis ‘Pink Passion’ 

CaRS  Cordyline australis ‘Red Star’ 

CaWT  Cordyline australis wild-type (type sauvage) 

CC  « Cellular Component » pour Composants Cellulaires, une classification 

fonctionnelle des termes GO 
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ChIP-chip  « Chromatin Immunoprecipitation on Chip », méthode de quantification de 

la méthylation par immunoprécipitation de la chromatine sur puce 

ChIP-seq  « Chromatin Immunoprecipitation sequencing », méthode de 

quantification de la méthylation par séquençage d'immunoprécipitation de 

la chromatine 

CLSM  « Confocal Laser Scanning Microscopy” pour microscopie confocale à 

balayage laser 

cv. Cultivar 

DEG  « Differentially Expressed Genes » pour les gènes différentiellement 

exprimés 

E1-E2  Premier à second cycle clonal effectué sur milieu d’élongation  

EMS  Méthane sulfonate d’éthyl, un agent mutagène chimique 

ET  Ethylène 

EtaOH  Ethanol 

FDR  « False Discovery Rate » pour taux de faux-positif 

FNPHP  Fédération Nationale des Producteurs de l'Horticulture et des Pépinières 

GA3  Acide Gibbérellique 

GO  “Gene Ontology” 

H2O2  Peroxyde d’Hydrogène 

HPCE  « High-Performance Capillary Electrophoresis », méthode de 

quantification de la méthylation par électrophorèse capillaire à haute 

performance 

HPLC  « High-Performance Liquid Chromatography », méthode de quantification 

de la méthylation par chromatographie en phase liquide à haute 

performance 

IMAC  Plateau technique d’Imagerie Cellulaire de l’IRHS 

IRHS  Institut de Recherche en Horticulture et Semences 

KEGG  “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”, base de données bio-

informatique relative aux génomes, aux voies métaboliques et aux composés 

biochimiques 

KIN  La Kinétine (ou 6-furfuryl aminopurine), régulateur de croissance de type 

cytokinine 

KOG  « EuKaryotic Orthologous Groups », base de données bio-informatique de 

groupes orthologues 

LAP  Laboratoire Angevin des Plantes 

M1-M6  Premier à sixième cycle clonal effectué sur milieu de multiplication  

MemTR  dérivé de mT (méta-topoline), régulateur de croissance de type cytokinine 
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MF  « Molecular Fonction » pour Fonctions Moléculaires, une classification 

fonctionnelle des termes GO 

MNNG  N-méthyl-N-nitrosoguanidine, un agent mutagène chimique 

MSAP  “Methylation Sensitive Amplified Polymorphism”, méthode de 

quantification de la méthylation par polymorphisme amplifié sensible à 

la méthylation 

mT  méta-topoline, régulateur de croissance de type cytokinine 

NaClO  Hypochlorite de Sodium 

NBB  Naphthol Blue Black 

NCBI  National Center for Biotechnology Information 

NCS  « Non Chromosomal Stripe », concerne les mutants non-chromosomique 

de la panachure 

NPA  Acide naphthylphthalamique, inhibiteur du transport de l’auxine  

NR  « NCBI non-redundant protein sequence », base de données bio-

informatique de séquences de protéines  

NT  « NCBI nucleotide sequences », base de données bio-informatique de 

séquences de nucléotides 

ORA  Over-Representation Analysis 

OT  Off-Type (non-conforme) 

APS  Acide périodique de Schiff 

PB  “Panaché Bordures” correspondant au tissu vert des bordures de feuilles 

de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ conforme et panaché, et utilisé pour les 

analyses transcriptomiques 

PC “Panaché Central” correspondant au tissu jaune du limbe central de Yucca 

flaccida ‘Golden Sword’ conforme et panaché, et utilisé pour les analyses 

transcriptomiques 

PCR  « Polymerase Chain Reaction » 

PFAM  « Protein family », base de données bio-informatique de familles de 

protéines  

PtWT  Phormium tenax wild-type (type sauvage) 

PtJE  Phormium tenax ‘Jessie’ 

RC  Régulateurs de Croissance 

RNAseq  Séquençage de l’ARN 

SG0-SG8  « Shoots Generated during clonal cycle M1, M2, etc.”, correspondant au 

cycle d’apparition des nouvelles pousses 

SL  Strigolactones 

SMM  “Shoot Multiplication Medium” pour les milieux de multiplication  
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SEM  « Shoot Elongation Medium » pour les milieux d’élongation 

SRM  « Shoot Rooting Medium » pour les milieux d’enracinement 

SwissProt 

TDZ  Thidiazuron, régulateur de croissance synthétique de type cytokinine 

TIBA  Acide 2,3,5-triiodobenzoique, inhibiteur du transport de l’auxine  

TTT  True-to-type (conforme) 

UB  “Uni Bordures” correspondant au tissu vert des bordures de feuilles de 

Yucca flaccida ‘Golden Sword’ non-conforme et uniformément vert, et 

utilisé pour les analyses transcriptomiques 

UC  “Uni Central” correspondant au tissu vert du limbe central de Yucca 

flaccida ‘Golden Sword’ non-conforme et uniformément vert, et utilisé 

pour les analyses transcriptomiques 

WGBS  “Whole genome bisulfite sequencing”, méthode de quantification de la 

méthylation par séquençage du bisulfite sur génome entier 

YfWT  Yucca filamentosa wild-type (type sauvage) 

YfBE  Yucca filamentosa ‘Bright Edge’ 

YflGS  Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

YgWT  Yucca gloriosa wild-type (type sauvage) 

YgVAR  Yucca gloriosa ‘Variegata’ 

ZEA  Zéatine, régulateur de croissance naturel de type cytokinine
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« Tout le monde est un génie. Mais si vous jugez un poisson à sa capacité de grimper à 

un arbre, il vivra toute sa vie en croyant qu'il est stupide. » 

Albert Einstein 

 

 

  



 

 

 

 

 



1 

 

                Contexte général 

 

 

1. Présentation de l’entreprise 

 

1.1. André Briant Jeunes Plants 

 

En 1933, Charles Briant alors horticulteur à Saint-Florent-Le Vieil, reprend la pépinière de 

Jacques Mulot à Angers. Père de neuf enfants, deux choisiront également l’horticulture  : Jacques, 

qui formera sa propre structure Jacques Briant, et André qui succèdera à son père à la direction 

de sa pépinière en 1963 et lui donnera son propre nom : André Briant Jeunes Plants (ABJP). Sous 

la pression de l’urbanisation, l’entreprise est alors contrainte de déplacer sa production en dehors 

de la ville et s’installe alors à La Bouvinerie, à Saint-Barthélemy d’Anjou. L’entreprise compte 

alors 4 hectares de culture et une dizaine de salariés. En 1965, elle se spécialise dans la 

multiplication et acquière de nouveaux sites de production, notamment pour de la culture en pleine 

terre. 

Suite au premier choc pétrolier qui a fortement impacté le marché de l’horticulture français, ABJP 

développe alors son activité vers l’exportation et élargie sa clientèle à d’autres pays européens : 

Grande Bretagne, Italie, Allemagne, Espagne, Pays-Bas, pays scandinaves, etc. 

Depuis les années 70, l’entreprise innove et s’adapte perpétuellement aux nouvelles techniques  : 

en collaboration avec d’autres pépinières et l’INRA d’Angers, elle expérimente sur la qualité et 

l’apport nutritif des substrats, les régulateurs de croissance de bouturage, l’aménagement de serres 

en plastique, la brumisation, le remplacement des godets par des plaques alvéolées, les techniques 

de culture in vitro (CIV), etc. 

En 2004, et pour son départ en retraite, André Briant cède l’entreprise au groupe Jardiland déjà 

détenteur de plusieurs pépinières, et la société ABJP devient alors leader européen des jeunes 

plants horticoles. Puis en 2014, le groupe Jardiland souhaitant se recentrer sur ses activités de 

jardinerie, Gilles Colinet, président des pépinières Jean Huchet en Ille-et-Vilaine, reprend alors 

les pépinières d’ABJP. 

Aujourd’hui, représentée par 70 effectifs permanents et de nombreux saisonniers pour 118 ETP 

annuel, ABJP produit environ 8 millions de plants par an autour de cinq sites de production sur 

environ 145 hectares, dont 15 hectares de surfaces couvertes et 50 hectares de pieds mères.  

Les produits sont conditionnés en scions, racines nues, pots, godets ou alvéoles et représentent un 

chiffre d’affaires de 8 millions d’euros. ABJP est ainsi devenu l’un des spécialistes européens du 

jeune plant de pépinière d’ornement avec la production d’arbres, d’arbustes, de végétaux 
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d’ornements et de fruitiers au travers d’une large gamme de 1500 variétés disponibles au sein de 

leur catalogue, ce qui en fait une pépinière extrêmement généraliste et diversifiée. Pour autant, 

les clients en attendent une qualité de production qui s’apparente à celle d’un spécialiste pour 

chacune de ces variétés, ce qui a pu l’amener à diversifier ses outils de production. 

 

1.2. Laboratoire Angevin des Plantes 

 

En 1998, ABJP dans une intention d’accélérer sa multiplication, d’augmenter sa production et 

d’optimiser son autonomie d’approvisionnement, a décidé de créer son propre laboratoire de 

production de jeunes plants selon la technique de multiplication in vitro. Le laboratoire s’est alors 

développé jusqu’à produire 700 000 plants/an avec un effectif de 6 permanents et d’une main -

d’œuvre saisonnière. 

Puis en 2016, Mathieu Billotte, dirigeant des Pépinières Multibaies spécialisées dans la 

production de petits fruitiers (Myrtilliers et Framboisiers), et souhaitant se doter d’un laboratoire 

de culture in vitro afin de mieux contrôler sa production et d’obtenir des plants de qualité, se  

rapproche alors de Gilles Colinet dans l’idée de créer un projet commun. De cette volonté de 

collaboration, et sur les bases du laboratoire historique d’ABJP, est alors créée une nouvelle 

structure : le Laboratoire Angevin des Plantes (LAP), dont l’ambition est de fournir un outil de 

production spécialisé dans les plantes ornementales et l’arboriculture fruitière.  

Aujourd’hui représenté par 5 permanents assistés d’une main d’œuvre saisonnière pour 11 ETP 

annuel, le LAP produit plus de 1,2 millions de plants/an, pour 1,7 millions au total après sur-

bouturage d’une partie de la gamme. Les productions couvrent plus de 200 variétés différentes 

réparties sur 60 espèces, pour un laboratoire porté par la diversité et l’innovation.  

 

 

2. Contexte et Problématique  

 

L’enjeu majeur de la multiplication végétative, et notamment via la culture in vitro, est la 

production de clones, c’est-à-dire d’individus strictement identiques à un individu de départ. Le 

maintien de la conformité au cours du cycle de multiplication est donc indispensable pour une 

valorisation des jeunes plants produits. La multiplication de plantes conformes au type d’origine 

par culture in vitro ne pose pas de problèmes particuliers à ABJP pour les variétés à feuillage vert. 

En fait, le micro- bouturage de plantes homogènes à partir de structures organisées aboutit 

normalement à une production de clones conformes à l’individu de départ. Cependant, la 

multiplication des variétés à feuillage coloré (jaune ou pourpre par exemple) ou à feuillage 

panaché (c’est-à-dire avec plusieurs couleurs associées sur une même feuille) peut générer de 

façon plus fréquente des plantes non conformes au phénotype d’origine. Or, par leur caractère 

fortement ornemental, ces variétés sont très demandées et présentent un fort potentiel commercial. 
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Et c’est avec les plantes acaules (à tiges aériennes peu ou pas développées et à entre -nœuds 

raccourcis), aussi appelées plantes ‘en rosette’ que le problème est le plus délicat à gérer. C’est 

notamment le cas pour des variétés de Cordyline, Phormium ou Yucca. 

 

L’entreprise, ayant cherché à commercialiser plusieurs genres avec des variétés panachées, a alors 

pu mettre au point des protocoles de multiplication par micropropagation. Mais ces derniers ont 

mené à des lots phénotypiquement très hétérogènes. Elle a ainsi pu établir que la fréquence 

d’obtention de plantes non conformes semble liée à la variété travaillée et au protocole de 

multiplication utilisé, et peut s’élever à plus de 50% de plants non conformes.  

En conséquence, pour certaines variétés, des programmes de multiplication en culture in vitro 

sont tout de même réalisés, mais les lots obtenus sont très hétérogènes avec une forte variation du 

taux de conformité entre les lots. Un tri des produits obtenus est donc nécessaire avant 

commercialisation, et malgré ce tri les phénotypes peuvent encore évoluer après et générer de 

nouvelles pertes de culture supplémentaires, ce qui est très pénalisant financièrement. C’est le cas 

par exemple du genre Yucca, comme Yucca gloriosa ‘Variegata’ (Fig. 1A) (historiquement 60 à 

100% de conformité obtenue par l’entreprise), Yucca filamentosa ‘Bright Edge’ (Fig. 1B) (5 à 

80% de conformité), ou Yucca flaccida ‘Golden Sword’ (Fig. 1C) (80 à 95% de conformité). 

Pour d’autres espèces, des variétés intéressantes ne peuvent être multipliées et intégrées au 

catalogue d’ABJP du fait de la grande variation de phénotype observée après multiplication, et de 

la non maîtrise de la conformité. C’est le cas par exemple des variétés panachées de Cordyline 

australis, comme ‘Pink Passion’ (Fig. 1D) présentant historiquement moins de 40% de conformité 

et des multiplications très hétérogènes. 

Pour d’autres espèces encore, ne maîtrisant pas du tout la multiplication, les variétés sont achetées 

à des fournisseurs externes (qui les obtiennent soit par culture in vitro, soit par « division » de 

touffe) et revendues en négoce. C’est le cas par exemple de nombreuses variétés panachées du 

genre Phormium, comme Phormium tenax ‘Jessie’ (Fig. 1E). Une recherche pour la 

compréhension des phénotypes et l’optimisation des processus de production est donc 

particulièrement intéressante pour ces variétés concernées, avec l’objectif, à terme, d’apporter 

une autonomie d’approvisionnement des variétés panachées aux pépinières André Briant Jeunes 

Plants. 

 

 

 

 

 



Contexte général 

4 

 

 
Figure 1 : Photographies de variétés panachées des pépinières André Briant Jeunes Plants.  

(A) Yucca gloriosa ‘Variegata’, (B) Yucca filamentosa ‘Bright Edge’, (C) Yucca flaccida ‘Golden Sword’, 

(D) Cordyline australis ‘Pink Passion’, (E) Phormium tenax ‘Jessie’ (Crédits photographiques : André 

Briant Jeunes Plants). 

 

 

Ce projet de recherche associe ainsi trois enjeux majeurs. 

- Un enjeu scientifique pour aboutir à une meilleure caractérisation des phénotypes de 

feuillage panaché et à la connaissance de leurs déterminismes pour les variétés 

considérées. Ces résultats permettant ainsi de déterminer les voies de multiplication 

compatibles pour leur maintien. 

- Un enjeu technique et économique avec l’optimisation des conditions de culture in vitro 

pour aboutir à l’élaboration de protocoles permettant une production de jeunes plants 

conformes et économiquement rentables. 

- Un enjeu stratégique pour l’entreprise, et plus généralement le secteur horticole 

français, avec une consolidation d’un savoir-faire local, et le retour à une autonomie 

d’approvisionnement alors que les laboratoires privés de culture in vitro ont été 

massivement délocalisés. 

 

Mené dans le cadre d’une thèse Cifre, ce travail a été le fruit de la collaboration entre le 

Laboratoire Angevin des Plantes (LAP, André Briant Jeunes Plants) et l’Institut de Recherche en 

Horticulture et Semences (IRHS), avec le soutien du pôle de compétitivité Végépolys Valley 

(Angers) et de la région Pays de la Loire. Ce projet a été supervisé par le Dr. Agnès Grapin (Maître 

de Conférence, Institut Agro, Agrocampus Ouest), le Dr. Laurence Hibrand-Saint Oyant 

A B C 

D E 
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(Ingénieur de Recherche, INRAE) et le Dr. Latifa Hamama (Ingénieur de Recherche, Université 

d’Angers) de l’équipe GDO (Génétique et Diversité des plantes Ornementales) dirigée par le Dr. 

Fabrice Foucher (Directeur de Recherche, INRAE). 

 

 

3. Objectifs de la thèse 

 

Les objectifs de la thèse étaient donc dans un premier temps d’effectuer une caractérisation des 

phénotypes panachés, et de déterminer les causes du caractère de panachure pour des génotypes 

intéressants pour ABJP. Les problèmes posés notamment par des variétés panachées et 

intéressantes pour l’entreprise (Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca filamentosa ‘Bright Edge’, 

Yucca flaccida ‘Golden Sword’ et Cordyline australis ‘Pink Passion’) ont ainsi été à la naissance 

du projet. 

En fonction des différentes causes révélées, l’objectif était ensuite d’évaluer les protocoles de 

multiplication utilisés par le LAP, puis d’optimiser ou de développer des protocoles de 

multiplication adaptés pour produire des plants conformes, c’est-à-dire panachés et se maintenant 

au cours de la culture sous serre. 

Enfin, l’objectif était de mettre au point un outil de pronostic de la conformité des plants en vue 

d’anticiper dès l’étape in vitro sur les plants hors-types à potentiellement trier et retirer des cycles 

de multiplication. 
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« La connaissance est une navigation dans un océan d'incertitudes à travers des archipels 

de certitudes. » 

Edgar Morin 
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1                Synthèse bibliographique 

 

Chapitre 1 : Importance socio-économique de la filière horticole 

ornementale 

 

1. Le contexte économique 

 

Le végétal est indispensable à la vie, que ce soit pour ses bienfaits écologiques et sa contribution 

dans la chaine alimentaire. Il a également des effets positifs sur la santé et le bien-être pour 

l’Homme via le végétal d’ornement.  

Et c’est pour subvenir à ces besoins de bien-être que plus de 373 000 entreprises dans le monde 

travaillent à la production de plantes ornementales, pour une surface totale estimée à plus de 

1 860 000 ha et un marché estimé à 64 milliards d’euros (International Association of 

Horticultural Producers (AIPH), 2019). 

Les français y sont ainsi particulièrement sensibles, puisque la France est l’un des pays de 

l’Union Européenne qui affiche l’une des consommations par habitant les plus élevées. Sur 

l’année 2019, les achats des ménages en végétaux d’ornement se maintiennent avec 76 % des 

foyers qui ont acheté au moins un végétal (21,5 millions de foyers, soit 200  000 de plus qu’en 

2018 ; FranceAgrimer, 2020), pour une consommation totale en végétaux des ménages français 

à 2,71 milliards d’euros en 2017 (Fédération Nationale des Producteurs de l'Horticulture et des 

Pépinières (FNPHP), 2020). Parallèlement, l’activité des entrepreneurs du paysage pour la 

création et l’entretien des espaces verts est également en augmentation en 2019 (+ 3,5 %) 

(FranceAgrimer, 2020), signe que l’engouement des français pour le végétal se maintient.  

Le chiffre d’affaire des entreprises de la filière horticole en France en 2017 était de 1,64 milliard 

d’euros HT, avec 86,6% (1,42 milliard) de chiffre d’affaire «  horticole » pour 13,4% (220 

millions) pour les activités annexes (agriculture, commerce de détails, vente de services, etc.). 

Sur le chiffre d’affaire « horticole », 87,3% (1,24 milliard) concerne des revenus liés à la 

production, alors que 12,7% (180 millions) sont liés à de l’achat-revente (FNPHP, 2020). 
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Figure 2 : Evolution de la balance commerciale française des produits de l’horticulture.  

Evolution en 2014 et 2019 en millions d’euros (FranceAgrimer, 2020). 

 

 

En revanche, indépendamment des achats de consommateurs français, le bilan à l’international 

des échanges extérieurs des produits de la filière horticole ornementale (bulbes, végétaux 

d’extérieur d’ornement, plantes d’intérieur, fleurs coupées fraîches, feuillages frais) présente 

un déficit très important avec près de 911,8 millions d’euros en 2019 et avec un accroissement 

de 3,3% par rapport à 2018. En effet, alors que les importations représentent 979,7 millions 

d’euros et ont augmenté de 3 %, les exportations ne représentent que 67,9 millions d’euros et 

ont baissé de 1 % (FranceAgrimer, 2020 ; Fig. 2). Les produits de la filière horticole se 

répartissent ainsi en 5 catégories présentant toutes une balance commerciale française 

déficitaire en 2019 : Fleurs coupées fraiches (-280,5 millions d’euros), Plantes d’intérieur (-

273,6 millions d’euros), Végétaux d’extérieur (-229,7 millions d’euros), Bulbes (-94,3 millions 

d’euros) et Feuillages frais (-33,6 millions d’euros) (FranceAgrimer, 2020). 

 

A l’échelle de l’UE, la production globale pour l’union européenne des 28 représentait 18,6 

milliards d’euros en 2016 pour un excédent commercial (balance export/import) estimé à 327 

millions d’euros pour l’année 2016 par FranceAgrimer (2020) et 650 millions pour l’année 2018 

selon l’AIPH (2019), ce qui fait de l’Europe un marché solide pour la filière ornementale. 

L’Allemagne étant cependant le pays de l’UE présentant la balance commerciale la plus 

négative en 2018 selon les estimations de l’AIPH avec -1 677 millions €, suivie du Royaume-

Uni (-1 047 millions €) puis de la France (-936 millions €). En comparaison, les Pays-Bas sont 

le pays le plus bénéficiaire avec +6 940 millions € (AIPH, 2019). 

Le marché européen représentant en outre 33% de la production mondiale de fleurs et plantes 

en 2017 (FranceAgrimer, 2020 ; Fig. 3). 

 

 



Partie 1.     Synthèse bibliographique 

11 

 

 

Figure 3 : Répartition de la production mondiale de fleurs et plantes en million d’euros en 2017.  

Données issues de FranceAgrimer (2019) 

 

 

2. Le cas des plantes panachées 

 

La panachure est un trait de caractère important pour les plantes ornementales. Plus d’un tiers 

des plantes à feuillage ornemental commercialisées présentent une valeur du fait de leur 

panachage foliaire (Chen et al., 2004). Dans les critères de choix d’achat, les consommateurs 

placent ainsi le feuillage panaché en seconde position après la couleur des fleurs, mais avant le 

prix d’achat (Behe and Nelson, 1999 ; Berghage and Wolnick, 2000 ; Li et al., 2007). 

 

 

3. La structure de la filière horticole ornementale 

 

En 2017, la filière horticole ornementale représentait 3 308 horticulteurs et pépiniéristes en 

activité en France Métropolitaine (hors Corse), avec une baisse de 10,1% comparée à l’année 

précédente. Les entreprises horticoles ornementales ne représentent  ainsi que 1,8% des 

entreprises agricoles de l’Hexagone, mais 3,7% de la valeur des livraisons de l’agriculture, et 

6,3% de la valeur des livraisons de produits végétaux (FranceAgrimer, 2019). Sur 16 152ha de 

production dont 1 570 ha couverts en serres et tunnels et 2 009 ha de plates-formes hors sol, la 

filière représente 18 275 ETP, dont 10 605 salariés permanents (58%) (FranceAgrimer, 2019 ; 

FNPHP, 2020). 

Ces chiffres soulignent ainsi la forte valeur ajoutée des produits de la filière horticole 

ornementale qui est un secteur de production avec une importante approche qualitative du 

produit. Elle se rapproche ainsi de l’industrie par l’importance du capital, du travail et des 

techniques requises, et est contrainte par de lourdes charges de main d’œuvre.  
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Après les entreprises de production, environ 20 000 entreprises sont spécialisées dans la 

distribution et la commercialisation de fleurs et plantes ornementales (fleuristes, jardineries, 

graineteries, fleuristes de marché), et 29 100 entreprises du paysage se consacrent à la création, 

à l’entretien et à l'aménagement de jardins et d’espaces paysagers (entrepreneurs paysagistes, 

reboiseurs, engazonneurs, élagueurs) (FranceAgrimer, 2019). 

 

Le commerce horticole comprend ainsi de nombreux acteurs entre l’obtention de la variété 

horticole et l’achat du consommateur final (Fig. 4). Un long travail de sélection par croisements 

génétiques ou utilisation d’outils biotechnologiques est souvent nécessaire pour créer de 

nouvelles variétés. Ces nouvelles créations, obtenues par les obtenteurs, peuvent être protégées 

au titre de la « propriété intellectuelle ». Pour les végétaux, la protection se fait selon deux cas 

distincts selon les pays : le dépôt d’un brevet (Australie, Etats-Unis, Japon), ou d’un Certificat 

d’Obtention Végétal (COV) et/ou une protection par marque de fabrique (facilement 

identifiable par le signe ® pour « registred »). L’obtenteur peut alors garder en propre 

l’exclusivité de la multiplication, production, commercialisation de sa variété, la vendre à un 

tiers ou rentabiliser son travail de création en autorisant son exploitation commerciale.  

Le diffuseur va alors permettre de mettre en relation l’obtenteur et sa variété protégée avec  les 

multiplicateurs de jeunes plants. Il a ainsi pour mission d’assurer la diffusion commerciale de 

la variété par la promotion et l’attribution de contrats de licences aux multiplicateurs souhaitant 

produire et commercialiser la variété. Il gère alors les redevances (sous forme de Royalties) qui 

relient le multiplicateur à l’obtenteur, et lutte contre la contrefaçon des variétés dont il a la 

charge. 

Avec en France environ 20 000 entreprises spécialisées dans la distribution et la 

commercialisation de plantes ornementales, le commerce horticole s’organise avec un secteur 

de gros, intermédiaire entre production et commerce de détail, et un secteur de détail qui 

approvisionne directement le consommateur final.  

Si le marché des produits végétaux et de jardin, englobant les végétaux et les produits inertes 

(substrats, outils, matériaux d’aménagement, etc.), a été estimé à 7,6 milliards d’euros en France 

en 2017 (FranceAgrimer, 2019), cela représente un chiffre d’affaire de 1,42 milliards pour les 

multiplicateurs de végétaux (FNPHP, 2020). Les circuits de commercialisation sont très 

diversifiés (Fig. 4), entre la vente directe (25,8%), les jardineries (23,2%), la revente entre 

producteurs (14,4%), la vente aux grossistes (10,6%), à la grande distribution (8,4%), aux 

entreprises du paysage (6,9%), aux collectivités (6,6%), aux fleuristes (3,5%) et par la vente 

par correspondance et internet (0,6%) (FNPHP, 2020). 
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Figure 4 : Schéma de la filière horticulture et pépinière ornementale. 

Avec GSA : Grandes Surfaces Alimentaires ; GSB : Grandes Surfaces de Bricolage ; VAD : Vente à 

Distance (d’après Chambre d’Agriculture Pays-de-la-Loire, 2014) 

 

 

4. Les différentes méthodes de production de jeunes plants en horticulture 

ornementale 

 

Certains organismes vivants sont caractérisés par la mise en place de deux modes de 

propagation (sexuée et asexuée). C’est par exemple le cas des végétaux avec la reproduction 

sexuée et la multiplication végétative (asexuée). 
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La reproduction sexuée est dépendante du phénomène de méiose (deux divisions successives 

des cellules mères), aboutissant à la production de gamètes (cellules germinales ayant la moitié 

du nombre de chromosomes caractéristiques de l’espèce). La méiose est suivie par l’étape de 

fécondation qui permet la fusion de deux gamètes et restitue ainsi la ploïdie de l’espèce. Il en 

résulte la formation d’un zygote ou cellule œuf.  

Elle permet donc la recombinaison de gènes et est source de variabilité. Si cette variabilité est 

à l’origine de l’adaptation et de la survie des espèces, elle est également un outil pour le 

sélectionneur ou l’obtenteur pour créer de nouvelles variétés. A contrario, pour le 

multiplicateur, étant source de recombinaisons génétiques, elle permet difficilement d’obtenir 

une homogénéité des plants obtenus (sauf dans le cas où les géniteurs appartiendraient à une 

« lignée pure »). 

La multiplication végétative ou reproduction asexuée ne fait intervenir qu’un seul individu sans 

brassage génétique et sans intervention de cellules germinale, seul le phénomène de mitose 

intervient. Les végétaux ont ainsi l’aptitude de pouvoir reconstituer des individus, identiques 

entre eux à partir d’un organe (tige, racine, feuille…), d’un tissu ou d’une cellule. Ce mode de 

reproduction asexué assure une stabilité génétique avec l’obtention de clones, et à la condition 

toutefois que ne surviennent pas de mutations dans le processus (dites mutations somaclonale).  

 

Différentes méthodes de production de jeunes plants sont utilisées en horticulture ornementale 

et reposent sur différents concepts : 

 

➢ La reproduction sexuée 

• Le semis, par graines, fruits (akène des érables, caryopse des Poacées) ou 

ensemble de fruits (glomérules des betteraves). Nécessitant peu de pieds-mères, 

les graines se conservent généralement bien en maintenant leur capacité 

germinative souvent plusieurs années. La production, la récolte et la 

préparation des semences avant récolte sont exigeantes et techniques, mais bien 

maîtrisées, ces différents processus sont cependant simples, rapides et peu 

onéreux à exécuter (Boutherin et Bron, 2013). A l’inverse, l’inconvénient 

majeur de la multiplication par semis est lié à la recombinaison des gènes et à 

l’hétérogénéité génétique des semences avec un développement végétatif et 

reproducteur très hétérogène et une multiplication conforme des géniteurs 

souvent très infidèle. En horticulture ornementale, le semis et la multiplication 

sexuée sont utilisés pour les plantes à massifs de type Pensées, Œillet d’Inde, 

Primevère, certaines plantes en pots (Cyclamens), ou les fleurs coupées 

(Helianthus, Lisianthus) de type hybride F1. Mais pour les plantes pérennes, ils  

sont surtout utilisés pour la production de plants à phénotype sauvage (wild-

type) sans dénomination d’une variété particulière. Pour ce type de plantes, 
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dans le cadre de variétés sélectionnées et protégées, les méthodes de 

multiplication végétatives générant des clones des pieds-mères sont alors 

privilégiées. 

 

➢ La multiplication végétative naturelle 

• La « division de touffe » qui concerne généralement les plantes cespiteuses de 

monocotylédones, alors que le terme « éclatement de souche » est préféré dans 

le cadre de plantes ligneuses. C’est une méthode de multiplication qui consiste 

à arracher un pied-mère présentant de nombreux départs de plants ou de tiges, 

puis à le séparer en fragments munis chacun de son propre système aérien et 

racinaire (Boutherin et Bron, 2013). Cette méthode implique ainsi la formation 

et le développement au préalable, par le pied-mère, de méristèmes de tiges et 

de racines (Margara, 1989). 

Ex : Iris, Sanseviera, Sambucus, Sorbaria ou Symphoricarpos. 

• Le drageonnage, les drageons se définissant comme des rameaux provenant du 

développement de bourgeons adventifs se formant directement sur certaines 

racines souterraines rampantes et qui aboutissent à la formation de nouveaux 

individus. Ces organes spécialisés dans la reproduction asexuée naturelle 

peuvent être à l’origine de la multiplication spontanée sur laquelle peut reposer 

« l’éclatement de souche ». Elles peuvent également être à l’origine d’une autre 

méthode de multiplication provoquée : la culture de racines (Boutherin et Bron, 

2013).  Il s’agit alors de mettre en culture, dans les conditions adaptées, le 

système racinaire (ou griffe) en vue d’induire le développement de drageons 

artificiellement. 

Ex : Rubus, Prunus, Syringa ou Asparagus. 

• Le stolonnage, le stolon étant une tige aérienne grêle généralement dépourvue 

de feuilles et possédant un bourgeon terminal qui, en se développant, forme une 

plantule complète identique au pied-mère (Boutherin et Bron, 2013). La tige 

grêle est en général incapable de se maintenir dressée. Elle se courbe sous le 

poids du bourgeon et prend alors une forme rampante. Comme dans le cas de 

la division de touffe, c’est une méthode de multiplication naturelle qui consiste 

à séparer le stolon du pied-mère pour le mettre en culture dans un nouveau 

substrat adapté. 

Ex : Chlorophytum, Saxifraga, Fragaria. 

• Les plantes bulbeuses ou tubérisées. Ces plantes peuvant être multipliées par 

la propagation des jeunes bulbes ou leur fragmentation (Tulipa, Lilium, 

Narcissus), par division des cormus (Gladiolus, Crocus) ou des tubercules (Iris, 

Cana, etc.) (Boutherin et Bron, 2013). 
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• Les plantes à bulbilles ou propagules. Certains végétaux ont la capacité de 

développer de petits organes pouvant apparaître sur les feuilles sur l’arrête du 

limbe ou au niveau de la nervure (Kalanchoe, Asplenium, Tolmiea), ou encore 

sur des inflorescences (Allium). En général, ils se détachent naturellement, 

tombent sur le sol, s’enracinent et engendrent une nouvelle plante indépendante 

(Boutherin et Bron, 2013). La multiplication s’apparente ainsi à du semis de 

reproduction sexuée, mais en permettant la propagation de clones identiques.  

 

➢ La multiplication artificielle selon des procédés traditionnels 

• Le bouturage. Il consiste à prélever sur un végétal, appelé pied-mère, un 

organe ou un fragment d’organe, pour reformer une plante complète (Boutherin 

et Bron, 2013). La bouture possède en général un ou plusieurs bourgeons, mais 

nécessite l’induction de la rhizogenèse pour développer un système racinaire 

afin de reconstituer une nouvelle plante entière. Cette formation de méristèmes 

de racine s’effectue donc toujours après la séparation de la bouture et du pied-

mère. La formation de méristèmes caulinaires peut également apparaître dans 

les cas de boutures de feuilles, entre-nœuds de tiges ou racines (Margara, 1989). 

Les avantages sont ceux de la multiplication végétative, avec une reproduction 

fidèle et génétiquement identique au pied-mère, et une bonne homogénéité de 

développement. C’est en outre la méthode de multiplication végétative la plus 

simple (en termes de technicité) à mettre en place et présente des cycles de 

culture très rapides, ce qui en fait la technique de multiplication traditionnelle 

en horticulture ornementale. En revanche, tous les végétaux ne se bouturent pas 

facilement (notamment de nombreux monocotylédones sans tiges), et dans la 

majorité des cas, le bouturage nécessite d’entretenir des pieds-mère (Boutherin 

et Bron, 2013). 

• Le greffage. C’est une méthode permettant l’union entre deux fragments de 

végétaux. Le premier, le porte-greffe apporte par le biais de son système 

racinaire et d’une partie de sa tige, les éléments nécessaires à la croissance du 

nouveau plant. Le second, le greffon, apporte les caractères du végétal à 

multiplier (Boutherin et Bron, 2013). Dans le cas particulier du greffage, il n’y 

a pas de formation de méristèmes : les méristèmes caulinaires étant préexistants 

sur le greffon, tandis que les racines sont fournies par le porte-greffe (issu de 

semis ou bouturage) (Margara, 1989). Plus technique et couteux que le 

bouturage, le greffage apporte néanmoins plusieurs avantages par l’utilisation 

de porte-greffe sélectionnés pour leur vigueur racinaire, leurs plasticités 

phénotypiques adaptables sur de nombreux types de sols différents, ou encore 

pour leur résistance à certains parasites du sol (Boutherin et Bron, 2013). 
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• Le marcottage. C’est une méthode de multiplication végétative  visant à 

provoquer l’enracinement de rameaux encore reliés au pied-mère pendant toute 

la période de l’enracinement. Il précède le sevrage, opération qui consiste à 

séparer le jeune plant raciné du pied-mère (Boutherin et Bron, 2013). La 

formation de méristèmes racinaires est provoquée et précède la séparation 

(Margara, 1989). Bien que les méthodes de bouturage et de marcottage reposent 

sur les mêmes principes biologiques, la différence majeure est donc que pour 

le bouturage, la rhizogénèse est induite sur une portion de végétal (bouture) 

séparée préalablement du pied-mère, alors que dans le cas du marcottage, elle 

est provoquée avant séparation (par un enfouissement des rameaux dans la terre 

notamment). Les techniques de marcottage sont cependant peu rentables du fait 

d’une faible productivité des pieds-mère, d’une occupation importante des 

terrains et de temps de travaux souvent très élevés. En conséquence, avec 

l’évolution des techniques et des régulateurs de croissance pour le bouturage, 

ces techniques ne sont aujourd’hui limitées qu’à certains végétaux d’ornement 

encore récalcitrants au bouturage, ou à certains porte-greffes d’espèces 

ornementales ou fruitières (Boutherin et Bron, 2013). 

 

➢ La multiplication artificielle par des méthodes de vitroculture 

• Systèmes de multiplication par culture in vitro (littéralement « sous verre » 

en latin) et qui concernent des cultures effectuées dans divers contenants (tubes, 

bocaux, boîtes plastiques, sachets plastiques…) sur un milieu artificiel liquide 

ou gélosé et stérilisé. Cette méthode consiste à reproduire dans cet 

environnement in vitro une grande quantité de plants identiques au pied-mère, 

puis à les acclimater afin de les intégrer dans un système de production 

traditionnel (Georges et Debergh, 2008). Les concepts et objectifs seront 

approfondis dans le chapitre 3. 

 

Le choix de la méthode de multiplication à mettre en place repose notamment sur les 

caractéristiques botaniques de l’espèce, la nature de la variété (lignée pure, hybride F1, 

génotype maintenu par clônage), et enfin sur un important travail de recherche et 

développement pour la mise au point des procédés de culture. Cependant, pour un grand nombre 

de variétés ou d’espèces qui restent difficiles à multiplier avec les techniques traditionnel les, la 

culture in vitro peut alors devenir un outil très efficace et très rapide. 

Ainsi, avec des découvertes progressives des concepts de culture in vitro tout au long du 20ème 

siècle, de nombreuses structures de production industrielles se sont particul ièrement 

développées dans les années 1980. Mais différents éléments techniques et économiques, 

notamment les charges de main d’œuvre très élevées et le statut de cultures aseptiques facilitant 
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les échanges internationaux, ont ensuite provoqué la disparition d’un grand nombre de ces 

structures. Suite à la mondialisation, les principales zones de production in vitro se sont 

délocalisées des lieux de culture, et se retrouvent aujourd’hui principalement dans les pays à 

faible coûts de main d’œuvre : Chine, Inde, Thaïlande, Viêt-Nam, Pologne, Croatie, etc. 
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Chapitre 2 : Yucca, Cordyline, Phormium : trois genres de l’ordre des 

Asparagales utilisés en horticulture ornementale 

 

Les différentes espèces présentant des variétés panachées qui intéressent l’entreprise pour une 

optimisation des procédés de production appartiennent aux genres Yucca, Cordyline et 

Phormium, des plantes monocotylédones classées dans l’ordre des Asparagales dans la 

classification phylogénétique des Angiospermes APG (Angiosperm Phylogeny Group III, 2009, 

2016). 

 

 

1. Classification des Asparagales 

 

Cet ordre n’apparait pas dans la classification classique de Cronquist (1981), de très nombreux 

genre de monocotylédones étant alors regroupés dans l’ordre des Liliales et la famille des 

Liliacées. Les limites très larges de cette grande famille, surtout d’un point de vue descriptif, 

n’étaient pas acceptées par de nombreux chercheurs qui ont alors recouru à l’utilisation plus 

commode de sous-famille. C’est à la faveur de nouvelles recherches (études moléculaires, 

arbres phylogénétiques à ADN), que l’APG a ouvert l’ordre des Liliales et introduit celui des 

Asparagales dans leur classification (Angiosperm Phylogeny Group I, 1998), avec 26 familles. 

Ces familles proviennent pour certaines, de l’ordre original des Liliales, et pour d’autres, 

résultent directement de l’éclatement de la famille des Liliacées (Chase, 2009). Lors de la 1ère 

révision de la classification APG (Angiosperm Phylogeny Group II, 2003), le nombre de famille 

a été réduit à 14. Puis une 3ème révision de la classification APG (Angiosperm Phylogeny Group 

IV, 2016) a ajouté de nouveaux ordres et clades et modifié quelques familles. En ce qui concerne 

l’ordre des Asparagales, il y a principalement un changement de nomenclature (substitution du 

nom Xanthorrhoeaceae par Asphodelaceae, famille du Phormium) (Fig. 5 ; Angiosperm 

Phylogeny Group IV, 2016). 

 

 

 



Partie 1.     Synthèse bibliographique 

20 

 

Figure 5 : Phylogénie des Asparagales. 

Relations phylogénétiques actuelles de l’ordre des Asparagales (d’après Byng et al., 2018). 

 

 

2. Caractéristiques de l’ordre des Asparagales 

 

Les Asparagales constituent un grand ordre de monocotylédones très diversifiées, dont la 

diversité des familles le rend difficile à décrire. Différents caractères avaient été décrits pour 

les différencier, cependant ces caractères sont pour beaucoup micromorphologiques ( ne 

permettant pas une distinction visuelle sur le terrain). Ce sont ainsi particulièrement les analyses 

moléculaires qui étayent les hypothèses phylogénétiques pour cet ordre qui comprend 14 

familles, 1 122 genres et 36 265 espèces. (Stevens, 2001 onwards ; Chase 2009). 

Parmi ces 14 familles, on retrouve ainsi la famille des Asparagaceae qui comporte les genres 

Yucca et Cordyline par exemple, et la famille des Asphodelaceae qui comporte entre autres le 

genre Phormium. 

 

 

2.1. La famille des Asparagaceae 

 

Cette famille regroupe 7 sous familles : Agavoideae, Aphyllanthoideae, Asparagoideae, 

Brodiaeoideae, Lomandroideae, Nolinoideae et Scilloideae (Angiosperm Phylogeny Group III, 

2009). D’un point de vue « classification », elle reste une famille très diversifiée et difficile à 

caractériser (Stevens, 2001 onwards). Elles peuvent ainsi être herbacées, arborescentes, ou 

grimpantes, avec une partie aérienne émergeant d’un rhizome sympodial. Les feuilles sont 

insérées à la base ou sur l’axe et peuvent alors  être alternes, opposées ou verticillées. Les fleurs 

sont en grappes, parfois solitaires. Le fruit est une baie (rouge ou bleu-noire), dont les graines 

sont plus ou moins globuleuses, non ailées, et dont la phytomélanine leurs confère une couleur 

noire (Andriamasinoro, 2018). 
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1.1.1. Le genre Yucca 

 

Les Yucca sont des Asparagales ayant pour aire de répartition naturelle le nord de l'Amérique 

du Nord, l’Amérique Centrale et les Bermudes (POWO, 2021), et comprend à ce jour cinquante 

espèces (WCSP, 2021). 

Les Yucca peuvent être utilisés en tant que plantes ornementales, pour les fibres tirées des 

feuilles et pour la consommation des fruits et des racines (Moghaddam et Karimi, 2020). 

Les plantes peuvent être acaules, à tige visible (caulescentes) et même parfois arborescentes. 

Les feuilles sont sessiles, persistantes, en rosettes ou aux extrémités des rameaux. Elles ont une 

forme d’épée, leurs limbes est linéaire-lancéolé, parfois charnu, expansé à la base et présentant 

parfois un apex pointu, les bords sont entiers ou denticulés, souvent filifères (présentant des 

filaments sur les bordures de feuille). Les inflorescences sont souvent dressées (rarement 

pendantes), paniculées avec des fleurs bisexuées, et exclusivement pollinisées par des papillons 

de nuit spécialisés, appartenant auxgenres Tegeticula et Parategeticula (Good-Avila et al., 

2006). Les fruits sont dressés ou pendants, ce sont des capsules ou des baies. Les graines, 

nombreuses, sont généralement noires, parfois grises, aplaties, rondes, rarement obovales ou 

ovales (Hess et Robbins, 2002). 

 

- Yucca gloriosa 

Nommée et brièvement décrite par Linné, son origine semble être une espèce hybride 

homoploïde résultant d’un croisement sauvage entre Y. aloifolia et Y. filamentosa (Heyduk et 

al., 2016). Son aire de répartition naturelle est le Sud Est des Etats-Unis d’Amérique (POWO, 

2021). 

Yucca gloriosa forme des colonies de rosettes (Fig. 6A), caulescentes, arborescentes, simples 

ou plus souvent ramifiées. Les tiges dressées peuvent aller jusqu’à 5m de hauteur. Les feuilles 

sont lancéolées ou en forme d’épée, elles peuvent faire de 40 à 100cm de longueur pour 3,5 à 

6cm de largeur. Elles sont vertes ou bleu-vert, peuvent être rigides ou flexibles et le bord du 

limbe peut être entier ou denticulé. Le bord du limbe devient souvent filifère. Les inflorescences 

sont paniculées, apparaissent partiellement à l’intérieur ou au-delà des rosettes et sont 

constituées de fleurs pendantes à périanthe globuleux ou campanulé (couleur blanche à blanc 

crème ou blanc verdâtre). La ramification s’opère en générale suite à la floraison (Hess et 

Robins, 2002). 

 

- Yucca filamentosa 

Nommée et brièvement décrite par Linné, son aire de répartition naturelle va de la Virginie 

Occidentale au sud-est des Etats-Unis d’Amérique (POWO, 2021). 

Yucca filamentosa est généralement acaulescente (Fig. 6B), rarement arborescente et pouvant 

mesurer alors jusqu’à 4m de hauteur. La rosette est généralement petite. Les feuilles sont 
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dressées, lancéolées, brusquement rétrécies et sillonnées jusqu’à l’apex  ; elles mesurent entre 

50 et 75cm de longueur et 2cm de largeur et la marge du limbe est entière (Hess et Robins, 

2002).  Les filaments à la marge des feuilles sont minces et longs et mesurent jusqu’à 20cm.  

Les inflorescences sont formées de panicules compactes au sommet de hautes hampes bractées. 

Les fleurs sont pendantes, le périanthe est globuleux (Hess et Robins, 2002).  

 

- Yucca flaccida Haw. 

Nommée et décrite pour la première fois par Haworth (1819) à partir de plantes de son jardin 

de Londres. Son aire de répartition naturelle va du sud de l'Ontario à l'est des États -Unis 

d’Amérique (POWO, 2021).  

Yucca flaccida est décrite comme une plante cespiteuse (Fig. 6C), formant de petites colonies 

de rosettes, majoritairement acaulescente, mourant lentement après la floraison  (Hess et Robins, 

2002). Les feuilles sont dressées, molles, de 40 à 80cm de longueur et 1 à 4cm de largeur, se 

rétrécissant progressivement vers l'apex. La marge du limbe est entière, filifère et l’apex 

épineux. Les filaments sont rigides et courts, dépassant rarement 4 cm (Ward, 2011).  
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Figure 6 : Photographies de différentes espèces du genre Yucca. 

Photographies de (A) Yucca gloriosa, (B) Yucca filamentosa, et (C) Yucca flaccida (Crédits photographiques 

: Egon Krogsgaard, Fragman-Sapir et Igor Sheremetyev) 

 

 

Les inflorescences sont également formées de panicules compactes au sommet de hautes 

hampes bractées. Les branches de la panicule de Y. flaccida sont droites et horizontales ou 

A 

B C 
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légèrement inclinées contrairement à celle de Y. filamentosa qui sont très verticales (Ward, 

2011). Les fleurs sont pendantes (Hess et Robinson, 2002). 

La question de la distinction entre Yucca filamentosa et Yucca flaccida reste encore discutée, 

les deux espèces étant très étroitement liées. Quelques différences peuvent être décrite s : Y. 

flaccida a des feuilles plus fines et plus étroites à filaments courts (4cm) et des fleurs plus 

petites et plus étroites de 4–5 cm de long tandis que Y. filamentosa a des feuilles épaisses, 

rigides et concaves à filaments longs (20cm) et des fleurs de 5–7 cm de long, mais des 

comparaisons génétiques pourraient sembler nécessaires pour statuer définitivement (Ward, 

2011). 

 

1.1.2. Le genre Cordyline 

 

La Cordyline est une Asparagale arborescente et ses aires de répartition naturelle vont des 

Mascareignes, de la Papouasie à l'ouest du Pacifique, de la Bolivie au sud de l'Amérique du 

Sud, et représente 26 espèces actuellement inclues dans ce genre (POWO, 2021). 

Le genre Cordyline est très utilisé dans les activités humaines, notamment en Nouvelle-Zélande 

par exemple où, caractéristique de la campagne, elle était une source importante de fibres, de 

nourritures, utilisée dans les costumes traditionnels, et comme plante ornementale, 

fréquemment vue dans les plantations de jardins et de paysages (Harris et al. 1998).  

Les Cordyline ont un développement atypique pour des monocotylédones. La partie aérienne 

est arborescente ; en phase juvénile elle impulse le développement souda in d’un bourgeon 

axillaire à la base du plant en tige, qui croit rapidement et verticalement dans le sol (géotropisme 

positif) et va posséder la morphologie d’un rhizome. Cette partie à croissance descendante 

(rhizome) a le même objectif qu’une racine pivotante, ce qui est commun chez les dicotylédones 

mais peu développé chez les monocotylédones (Czernin et Philipps, 2005). 

Le développement de racines ne se limite pas aux tissus du rhizome. Plusieurs auteurs indiquent 

que des racines adventives peuvent se développer à partir de n’importe quelle position du plant, 

du cambium étant présent tout le long du tronc (Tomlinson et Fisher, 1971 ; Czernin and 

Philipps, 2005). 

Les feuilles sont de tailles, de formes et de couleurs diverses suivant les espèces (Tomlinson et 

Fisher, 1971), ce qui rend les Cordyline très intéressantes en horticulture.  
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Figure 7 : Photographies des genres Cordyline et Phormium. 

Photographies de (A) Cordyline australis âgé et ramifié, (B) Cordyline australis ‘Red Star’, souvent d’un 

port colonnaire non ramifié sous nos latitudes où sa floraison est rare, (C) Phormium tenax 

(Crédits photographiques : Mauricio Diazgranados et André Briant Jeunes Plants)  

 

 

- Cordyline australis 

La hauteur globale des plantes et la fréquence de ramification dépend des espèces, Cordyline 

australis pouvant mesurer jusqu’à 20m de hauteur (Fig. 7A ; Tomlinson et Fisher 1971 ; Lange, 

2021). Les feuilles de Cordyline australis sont regroupées à l’extrémité des branches (après 

ramification). Elles n’ont pas de pétiole distinct et sont étroitement lancéolées, de 30 à 100 cm 

de long, dressées, vert foncé à vert claire avec une nervure médiane indistincte ( Lange, 2021). 

A B 

C 
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Les branches sont toujours latérales et proviennent de bourgeons à l’aisselle des feuilles. Ces 

bourgeons sont fortement inhibés de sorte que les tiges sont typiquement hautes et ramifiées. 

C’est souvent après la floraison que la ramification va avoir lieu puisque la production d’une 

inflorescence terminale va permettre la stimulation de bourgeons latéraux sous l’inflorescence, 

qui remplaceront alors le bourgeon terminal précédent (Tomlinson et al., 1970 ; Fig. 7A). Sous 

nos latitudes, les Cordyline fleurissant difficilement, elles vont alors conserver un port 

colonnaire (Fig. 7B). 

En Nouvelle-Zélande cependant, la floraison a lieu d’octobre à décembre sous forme de grands 

panicules denses de 60 à 100cm de long portant de nombreuses fleurs blanches de 5 à 6mm de 

diamètre. Ces fleurs donnent des baies blanches de janvier à mars (Lange, 2021). 

 

 

2.2. La famille des Asphodelaceae 

 

La famille des Asphodelaceae (anciennement Xanthorrhoeaceae, APG IV, 2016) est également 

très diversifiée car elle comprend des plantes herbacées (rosettes), des herbes géophytes 

(rhizomateuses), et des pachycaules (grimpantes) souvent succulentes. Les feuilles sont en 

spirale ou à deux rangées. Les inflorescences sont racémeuses, ramifiées ou non. Les fruits sont 

des baies, les graines sont plus ou moins coudées (Stevens, 2001 onwards).  

 

1.1.3. Le genre Phormium 

 

Les Phormium sont des Asparagales formant des touffes d’herbes pérennes (Wehi et Clarkson, 

2007) qui ont pour aire d’origine naturelle l'île Norfolk et la Nouvelle-Zélande (POWO, 2021). 

Ce genre contient à ce jour, deux espèces : Phormium tenax et Phormium colensoi (POWO, 

2021).  

Le Phormium joue un rôle important dans la culture, l'histoire, l'économie et l’écologie de la 

Nouvelle-Zélande (Wehi et Clarkson, 2007). Il est notamment très utilisé pour les fibres issues 

des feuilles pour l’industrie du textile, la restauration de milieux écologiques (lutte contre 

l’érosion des sols), et également comme plante ornementale (Wehi et Clarkson, 2007).  

 

- Phormium tenax 

La première publication mentionnant l’espèce Phormium tenax est Characteres Generum 

Plantarum (Foster et Foster, 1776). C'est une grande plante herbacée vivace et touffue qui se 

multiplie facilement en bourgeonnant à partir d'un rhizome robuste (Fig. 7C ; Wehi et Clarkson, 

2007). Les feuilles sont le plus souvent vertes, en forme d’épée, distiques (formant ainsi une 

touffe à l’allure d’éventail), et peuvent atteindre 3m de longueur pour 5 à 12cm de large.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Xanthorrhoeaceae
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Phormium tenax fleurit en Nouvelle-Zélande en été, soit environ de novembre à février. Les 

tiges florales sont hautes (pouvant atteindre 5m de hauteur), l’inflorescence est constituée d’une 

tige principale comprenant 8 à 15 pédoncules secondaires alternés qui vont eux-mêmes produire 

jusqu’à sept branches tertiaires portant une à quatre grappes de fleurs (Wehi et Clarkson, 2007). 

Une à cinq fleurs sont regroupées par grappes. Les fleurs sont bisexuées, et mesurent de 2,5 à 

5cm de long avec des tépales colorés de diverses nuances de rouge foncé. Les fruits sont des 

capsules dressées, et les graines sont noires et brillantes, aplaties, presque ailées (Wehi et 

Clarkson, 2007). 

 

Ces trois genres ont été étudiés dans ce travail, notamment leur développement et leur 

comportement de multiplication in vitro. Nous allons ainsi nous intéresser au développement 

méristématique et à la dominance apicale, ainsi qu’aux méthodes et principes de la 

micropropagation dans le but, ensuite, d’étudier leur capacité de multiplication et leur stabilité 

phénotypique en micropropagation. 
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Chapitre 3 : Les méristèmes, structures organogènes 

 

1. Les différents types de méristèmes 

 

Chez les végétaux, l’organogénèse est assurée par les méristèmes, structures constituées de 

massifs de cellules non différenciées, mais avec plusieurs zones compartimentées et structurées, 

et qui conservent la capacité de se diviser activement. Ces zones méristématiques ont un rôle 

essentiel dans le développement du végétal, puisqu’elles sont à l’origine de tous les organes et 

tissus (végétatifs comme reproducteurs). 

Chez les végétaux supérieurs, plusieurs catégories de tissus méristématiques existent selon leur 

localisation, leur structure et leur rôle (Fig. 8) : 

- Les méristèmes primaires ou apicaux, situés aux extrémités des tiges (méristèmes 

caulinaires) et des racines (méristèmes racinaires), ils sont organogènes et assurent la 

croissance en longueur (Evert, 2006) 

- Les méristèmes secondaires, à l’origine de la croissance en épaisseur des tiges et 

racines. Ils comprennent le cambium, à l’origine des tissus conducteurs secondaires du 

phloème et du xylème, et le phellogène, à l’origine du périderme, produisant du liège 

vers l’extérieur et parfois du phelloderme vers l’intérieur, et anciennement nommé 

l’assise subérophellodermique (Evert, 2006) 

- Les méristèmes floraux, qui résultent de la transformation des méristèmes caulinaires, 

et dont la fonction est la mise en place des organes floraux (Gazeau et Derreudre, 1988) 

- Les méristèmes intercalaires, localisés entre deux régions différenciées et dont les 

exemples les plus connus sont ceux des entre-nœuds et des gaines foliaires des 

monocotylédones, en particulier des graminées (Evert, 2006) 
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Figure 8 : Schéma de l’architecture d’une pousse végétale. 

Le développement des pousses végétales dépend de l'activité du méristème apical caulinaire, situé au 

sommet de l'axe de la pousse. La croissance des plants se produit en raison de l'activité continue du 

méristème apical caulinaire. Cela produit des unités fonctionnelles de base successives, constituées d'un 

segment de tige avec une feuille et un méristème axillaire situé à son aisselle. Ce point d'attache de la 

feuille à la tige est appelé le nœud, où se situe les méristèmes axillaires. En se développant, ces derniers 

forment les rameaux latéraux. L'entre-nœud est la tige entre les nœuds. Les méristèmes floraux résultent de 

la tranformation des méristèmes caulinaires, et sont à l’origine du développement des organes 

reproducteurs, comme les fleurs (d’après Domagalska et Leyser, 2011) 
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2. Structure et origine des méristèmes caulinaires 

 

Le méristème est composé de plusieurs zones de cellules non différenciées mais très 

compartimentées et structurées (Gazeau et Derreudre, 1988 ; Evert, 2006 ; Fig. 9). La zone 

apicale axiale (zaa), ou zone centrale (zc), présente une faible activité mitotique, et permet le 

maintien du méristème. Cette partie terminale constitue le méristème d’attente, susceptible de 

se transformer en méristème floral. De part et d’autre de la zone apicale axiale se trouve la zone 

périphérique (zp), lieu d’une activité mitotique intense avec des proplastes denses et des cellules 

de plus petites dimensions. C’est une zone très organogène et à l’origine des primordias foliaires 

(pf) puis des ébauches foliaires (ef). Chacune de ces ébauches foliaires comporte en général 

une zone de méristèmes axillaires (zma). Sous la zone apicale axiale se situe alors la zone 

médullaire (zm), une zone histogène très active qui fournit les cellules de la moelle, plus 

allongées, en commençant par les cellules du procambium (pc). Cette zone présente des cellules 

en voie de différenciation, initiant les tissus conducteurs du phloème et du xylème. Le 

fonctionnement du méristème caulinaire assure son propre maint ien, ainsi que la formation et 

la différenciation des organes comme les entrenœuds et les feuilles (Evert, 2006). 

 

 

 

Figure 9 : Représentation schématique de l’organisation d’un méristème.  

Le méristème est composé de plusieurs zones, avec zc : la zone centrale (ou zone apicale axiale), zp : la 

zone périphérique (ou zone latérale), pf : les primordia foliaires, ef : les ébauches foliaires, zma : la zone 

de méristèmes axillaires, zm : la zone médullaire, pc : le procambium (d’après Gazeau et Derreudre, 1988 ; 

Evert, 2006) 

 

 

Les méristèmes caulinaires peuvent avoir des origines variées  (Gazeau et Derreudre, 1988 ; 

Margara, 1989) : 

- Les méristèmes apicaux (SAM pour « Shoot Apical Meristem ») et axillaires (AxM 

pour « Axillary Meristem »). Dès la formation de l’embryon zygotique, une double 

polarité s’installe avec deux méristèmes apicaux opposés  : le caulinaire qui met en place 

la gemmule, et le racinaire qui met en place la radicule. Les méristèmes axillaires 
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résultent du développement du méristème apical caulinaire et sont donc préformés 

naturellement. 

- Les méristèmes adventifs ou néoformés (AdM pour « Adventitious Meristem »). Ils 

se forment sur des organes différenciés (feuille, pétiole, tige, racine, inflorescence, etc.) 

ou sur des cals ou suspensions cellulaires. Ils peuvent ainsi avoir pour origine des 

massifs restés méristématiques, ou provenir d’une dédifférenciation cellulaire par 

totipotence. 

 

3. Méristème Apical Caulinaire et dominance apicale 

 

La dominance apicale est le mécanisme de régulation utilisé par le méristème apical caulinaire 

pour contrôler la croissance des méristèmes axillaires. Plusieurs régulateurs de croissance des 

végétaux (ou phytohormones) sont ainsi impliqués dans la dominance apicale, notamment 

l’auxine, les cytokinines et les strigolactones.  

 

L’auxine (AIA, AIB) : 

L'auxine, dérivée du tryptophane et synthétisée dans l'apex des pousses et des jeunes feuilles, 

est transportée de façon basipète dans le système vasculaire de la tige, via les cellules du 

parenchyme xylémien. Outre les nombreux effets de l’auxine (rhizogénèse, élongation 

cellulaire, division cellulaire, etc.), ce flux d'auxine dirigé du SAM vers les AxM maintient la 

dormance dans les bourgeons axillaires (Balla et al., 2011). En effet, l'apport externe d'auxine 

dans la tige décapitée empêche la croissance des bourgeons (Thimann et Skoog, 1934). Le 

transport de l’auxine est polarisé et régulé par plusieurs transporteurs d’influx : AUX (AUXINE 

RESISTANCE 1) (Yang et al. 2006) et deux types de transporteurs d’efflux : Les PIN-FORMED 

(PIN) et les ATP BINDING CASSETTE SUBFAMILLY B (ABCB ; Chabikwa et al. 2019). 

 

Les cytokinines (ZEA, 2-IP) : 

Composés proches des bases puriques, le rôle des cytokinines a été démontré depuis 1958 avec 

son application sur les bourgeons, suffisante pour déclencher le débourrement même en 

présence d’auxine (Wickson et Thimann, 1958 ; Dun et al., 2012). Elles sont notamment 

impliquées dans l’inhibition de la transcription de gènes associés à l’inhibition du 

débourrement, comme BRC1 (Roman et al. 2016), ou encore dans la stimulation des processus 

de division et d’élongation cellulaires, notamment par la régulation des expansines (Roman et 

al., 2017). 

 

Les strigolactones (SL) : 

L’implication des strigolactones dans le débourrement des bourgeons n’a été mise en évidence 

que plus récemment (Beveridge et al., 2000 ; Gomez-Roldan et al., 2008). Des mutants à 
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phénotype hyper-ramifiés ont permis d’identifier des gènes codants pour des enzymes de la 

famille des CAROTENOID CLEAVAGE DIOXYGENASE (CCD7/8), et du CYTOCHROME 

P450 (CYP450), impliqués dans la synthèse des SL (qui sont donc des dérivés de caroténoïdes), 

ainsi que le gène MAX2 impliqué dans la transduction du signal des strigolactones (Dun et al., 

2012). En outre, l’application d’un analogue des SL (le GR24) sur les bourgeons rétablit la 

dominance apicale en inhibant le débourrement chez le pois, l’alstroemère, le riz et le rosier 

(Dun et al., 2012 ; Pumisutapon, 2012 ; Xu et al., 2015 ; Bertheloot et al., 2019).  

 

Deux modèles admis pour la régulation du développement des axillaires : 

Le premier est un modèle d’action directe, avec une régulation de la dominance apicale entre 

auxine, cytokinines et strigolactones (Fig. 10A). Les traitements de cytokinines mettent ainsi 

en évidence une relation forte et antagoniste avec l’auxine (Dun et al., 2012). Le flux d’auxine 

émis par l’apex agit ainsi sur l’inhibition de la synthèse des CKs dans les racines et  les nœuds 

(Tanaka et al., 2006). Après décapitation du SAM, l’arrêt du flux d’auxine basipète, est alors 

immédiatement suivi d’une induction de la synthèse et du transport des CKs (Tanaka et al., 

2006 ; Xu et al., 2015 ; Roman et al., 2016). A l’inverse, l’action des CKs favorise l’exportation 

d’auxine du bourgeon en croissance, grâce à la stimulation des gènes codant pour les 

transporteurs d’auxine PIN et AUX (Kalousek et al., 2010 ; Roman et al., 2016). Les SL sont 

quant à elles impliquées dans l’inhibition du débourrement par la stimulation des gènes 

réprimant le débourrement, tels BRC1, TB1 ou DRM1 (Dun et al., 2009 ; Kalousek et al., 2010 

; Braun et al. 2012, Dun et al., 2012 ; Roman et al., 2016), ainsi qu’en empêchant l’exportation 

de l’auxine du bourgeon par l’inhibition des PIN (Brewer et al. 2009 ; Crawford et al. 2010), 

bien que l’exportation dans la tige de l’auxine ne soit pas systématiquement nécessaire pour le 

débourrement des axillaires (Brewer et al., 2015). Puisque la synthèse des strigolactones est 

induite en présence d’auxine (Brewer et al., 2009), elles sont stimulées par l’auxine puis 

agissent comme un second messager de la répression du débourrement des bourgeons (Rameau 

et al., 2015 ; Waters et al., 2017 ; Porcher, 2020). 

Le second modèle est basé sur la canalisation de l’auxine (Fig. 10B). En effet, les organes 

présents dans les bourgeons à l’état d’ébauches doivent synthétiser et exporter de l’auxine vers 

la tige afin d’initier leur développement (Waters et al., 2017). Or, en présence du SAM, le flux 

d’auxine est si important dans la tige que l’exportation d’auxine du bourgeon axillaire vers la 

tige est réduite (Domagalska et Leyser, 2011 ; Müller et Leyser, 2011). En cas de décapitation 

du SAM, la diminution de ce flux basipète, permet alors le transport de l’auxine des bourgeons 

vers la tige, sous l’action des PIN, dont l’expression augmente fortement au cours du 

débourrement (Balla et al., 2011 ; Roman et al., 2016). En revanche, l’application sur les 

bourgeons axillaires d’inhibiteur du transport de l’auxine comme l’acide 2,3,5-triiodobenzoique 

(TIBA ; Shahin et al., 2018) ou l’acide 1-N-naphtylphtalamique (NPA ; Teale et al., 2018) 

provoque l’inhibition de cette exportation, inhibant ou réduisant ainsi , par voie de conséquence, 
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le débourrement des axillaires chez le rosier (Barbier et al., 2015), ou le pois (Balla et al., 2016 ; 

Chabikwa et al., 2019). Ce modèle de régulation du débourrement n’explique cependant pas la 

levée de dormance du bourgeon qui est antérieure à toute modification des quantités d’auxine, 

soulignant que ces deux modèles ne s’opposent pas mutuellement (Morris et al., 2005 ; Waters 

et al., 2017 ; Chabikwa et al., 2019). 

 

 

 

Figure 10 : Deux modèles pour la régulation du développement des axillaires. 

(A) Le modèle d'action directe. Dans ce modèle, les CK et SL dérivées des racines inhibent et favorisent, 

respectivement, l'expression des facteurs de transcription qui régulent la croissance des bourgeons, tels que 

BRC1, TB1 ou DRM1. Les niveaux locaux d'auxine (IAA) peuvent inhiber ou stimuler, respectivement, les 

CK et SL dans les tissus voisins. (B) Le modèle de canalisation. Dans ce modèle, la croissance des 

bourgeons dépend de la capacité du bourgeon à exporter l'auxine d'une concentration élevée (la source) vers 

une concentration plus faible dans la tige principale (le puit). Une telle exportation coordonnée nécessite 

la mobilisation du transporteur PIN1. Les SL de la racine inhibent l'activité de PIN1 à la fois dans le 

bourgeon et dans la tige principale, affectant ainsi la force de la source et du puits et réduisant la capacité 

du bourgeon à exporter l'auxine. La SL peut également affecter la croissance des bourgeons via la promotion 

de l'expression de BRC1. Ces deux modèles ne s'excluent pas mutuellement. Abréviations: BRC1, 

BRANCHED1; CK, cytokinine; IAA, acide indole-3-acétique; PIN1, PIN-FORMED1; SL, strigolactone 

(Waters et al., 2017) 

 

 

 

 

A B 
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4. Les autres régulateurs de croissance des végétaux impliqués dans le 

développement des axillaires 

 

Il a été démontré que d’autres régulateurs de croissance étaient également impliqués dans le 

débourrement des bourgeons. 

 

 

L’acide abscissique (ABA) : 

L’acide abscissique (ABA), un dérivé terpénoïde, joue un rôle dans la dormance des bourgeons 

et des graines, le contrôle stomatique, l'abscission des feuilles et la sénescence (Beyl, 2011). 

Elle intervient ainsi dans la mise en place de l’endodormance, dormance sous la dépendance de 

signaux internes aux bourgeons, suite à la diminution de la photopériode et de la température 

extérieure, notamment à l’automne (Horvath et al., 2003). Elle intervient donc dans l’inhibition 

du débourrement (Ophir et al., 2009), puis présente une forte dégradation après un traitement 

au froid (Beauvieux et al., 2018). L’effet inhibiteur de l’ABA a ainsi été mis en évidence chez 

Arabidopsis (Chatfield et al., 2000 ; Yao et Finlayson, 2015), le rosier (Corot et al., 2017) ou 

le poirier (Tuan et al., 2017). 

 

L’éthylène (ET) : 

Dans les plantes entières, l'éthylène joue un rôle dans la maturation, la sénescence, l'abscission 

et le stress (Beyl, 2011). Il est également impliqué dans le processus du débourrement, comme 

stimulateur des bourgeons endodormants, notamment chez les plantes ligneuses (Ophir et al., 

2009). 

 

Les gibbérellines (GA) : 

Les gibbérellines (GA) sont reconnues pour stimuler la croissance en longueur de nombreux 

organes, notamment les entre-nœuds (Moshkov et al., 2008). Elles interviennent également dans 

le développement des axillaires, puisqu’une diminution de leur synthèse ou une augmentation 

de leur catabolisme induisent une hyper-ramification et le développement des axillaires 

(Rameau et al., 2015).  

 

 

Le développement des méristèmes est ainsi fortement régulé par des régulateurs de croissance 

endogènes. Pour de nombreuses espèces, notamment les espèces à développement acaule, une 

forte dominance apicale inhibe en effet le développement des méristèmes ax illaires et réduit 

fortement les processus de ramification et de multiplication végétative. Pour autant, des 

méthodes de multiplication restent possibles, notamment par la voie des processus de culture in 

vitro.  
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Chapitre 4 : La culture in vitro : Utilisations et Méthodes de 

multiplication 

 

1. Définition et concepts 

 

Le terme de « culture in vitro » concerne des cultures effectuées au laboratoire dans divers 

contenants (tubes, bocaux, boîtes plastiques, sachets plastiques…) en utilisant tout un panel de 

méthodes de travail en asepsie totale. Les cultures se font dans un environnement parfaitement 

contrôlé (milieux de culture particuliers et conditions environnementales de températures et 

d’éclairement). Ces méthodes s’appliquent aussi bien à des plantes entières ou à des fragments 

de plantes (tissus ou organes) ou encore des cellules plus ou moins isolées.  

 

L'objectif de la multiplication des plantes par culture tissulaire, appelée micropropagation, est 

de propager des plantes conformes, c'est-à-dire des clones identiques au pied-mère. Les plantes 

obtenues à partir d'une culture tissulaire sont alors appelées microplants ou vitroplants.  

 

Ces méthodes peuvent reposer sur une croissance organisée et/ou non-organisée des tissus en 

culture in vitro (George, 2008). 

La croissance des plantes supérieures dépend d’organes aux fonctions diversifiées et donc de 

tissus différenciés, c'est-à-dire de cellules modifiées et spécialisées pour leur permettre 

d'assumer leurs rôles essentiels. Cette différenciation se réalise à différents niveaux  : au niveau 

moléculaire, par l’acquisition de l’aptitude à réaliser certaines synthèses (différenciation 

biochimique), au niveau cellulaire par la différenciation des organites (différenciation des 

plastes), ou au niveau tissulaire par l’organisation de tissus spécialisés (épiderme, tissus 

chlorophylliens, tissus conducteurs, etc.) (Margara, 1989). 

La croissance organisée consiste à la création ou au maintien d'une structure définie. Elle se 

produit lorsque les organes végétaux issus des zones de croissance des pousses ou des racines 

(méristèmes apicaux), des tissus foliaires, de jeunes boutons floraux ou des graines sont 

transférés en culture et continuent de croître avec leur structure préservée. Une croissance 

organisée peut également être induite en s’appuyant sur la totipotence des cellules végétales, 

c’est-à-dire l’aptitude des cellules à se diviser puis à se différencier de nouveau, leur conférant 

la capacité de produire une plante entière, même à partir d’une seule cellule (Gazeau et 

Derreudre, 1988). Cela peut se produire in vitro directement sur un organe ou sur un fragment 

de tissu mis en culture (appelé explant). L’induction de la formation d'organes de novo s'appelle 

alors l’organogenèse ou la morphogenèse. 

La croissance non organisée est quant à elle rarement trouvée dans la nature, mais se produit 

assez fréquemment lorsque des fragments de plantes sont cultivés in vitro. Les agrégats 
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cellulaires, qui sont ensuite formés, manquent typiquement de toute structure reconnaissable et 

ne contiennent qu'un nombre limité des nombreux types de cellules spécialisées et différenciées 

trouvées dans une plante intacte, on parle alors de cal (George, 2008). 

 

 

2. Intérêts et utilisation de la CIV 

 

Au travers de ses avantages et de ses différentes méthodes, la culture in vitro appliquée aux 

végétaux permet différentes applications : 

- La micropropagation de variétés ornementales ou alimentaires en très grand nombre, 

lorsque ces méthodes sont plus avantageuses que les méthodes conventionnelles 

(Margara, 1989 ; George, 2008 ; Boutherin et Bron, 2013). 

- L’assainissement de cultures contaminées, notamment par des virus, grâce au 

prélèvement de méristèmes et à l’utilisation potentielle de procédés de thermothérapie. 

Ces méthodes peuvent alors être appliquées dans le cadre du renouvellement d’un parc 

de pied-mère sain (Gazeau et Derreudre, 1988). 

- Une approche et des outils pour la recherche fondamentale (phénomènes de 

différenciation, morphogénèse, rôle des régulateurs de croissance, validation 

fonctionnelle de gènes, etc.) (Duhoux, 1988). 

- La création variétale, au travers de plusieurs techniques et objectifs  

➢ Par le sauvetage d’embryons, qui consiste à prélever un embryon précocement, 

puis à le cultiver in vitro, soit pour accélérer les cycles végétatifs, soit parce 

qu’il ne pourrait pas se développer dans les tissus maternels, par exemple 

lorsqu’il résulte d’un croisement interspécifique (Monnier, 1988). 

➢ Par l’haplodiploïdisation, qui consiste à obtenir des individus haploïdes doublés 

à partir de cellules reproductrices. L’objectif est alors l’obtention rapide d’une 

variété homozygote permettant d’accélérer les cycles de sélection variétale où 

plusieurs années sont souvent nécessaires (Pelletier, 1988). 

➢ La fécondation in vitro, permettant l’obtention d’hybrides qui ne peuvent pas 

être produits par les voies habituelles grâce à la suppression des barrières 

naturelles d’incompatibilité de fécondation entre espèces, genres ou familles 

différentes (Duhoux, 1988). 

➢ La mutagénèse induite par des mutagènes chimiques comme la N-méthyl-N-

nitrosoguanidine (MNNG) ou le méthane sulfonate d’éthyl (EMS), ou 

physiques par UV ou radiations ionisantes sur des cellules végétales, avec des 

effets obtenus au niveau moléculaire, chromosomique et physiologique, à 

l’origine de la création de nombreuses nouvelles variétés ornementales (Jacobs, 

1988). 
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➢ La fusion de protoplastes, des cellules débarrassées de la paroi 

pectocellulosique par hydrolyse enzymatique, permettant de créer de nouvelles 

variétés, d’introduire des caractères à hérédité cytoplasmique, ou d’obtenir des 

plantes transgéniques à partir de protoplastes transformés par électroporation. 

Cette méthode permet d’introduire de l’ADN nu (construction génique) dans 

les protoplastes par l’utilisation d’un champ électrique de haut voltage qui rend 

perméable leur membrane cytoplasmique (Pelletier, 1988). 

➢ Par transgénèse au moyen d’une coculture avec Agrobacterium tumesfaciens 

pour la création de plantes transgéniques (Holsters et Vernade, 1988). 

- La conservation de la diversité naturelle par le stockage et la cryoconservation du 

matériel végétal sous forme de suspensions cellulaires, de protoplastes ou de cals. 

Certaines espèces pourraient être porteuses de résistances ou caractères intéressants et 

être considérées comme des réservoirs de gènes indispensables. Les méthodes de 

cryoconservation peuvent ainsi s’avérer essentielles, notamment  pour les plantes qui ne 

produisent pas de graines viables (hybrides stériles) ou dont les graines ont une durée 

de vie limitée (palmier à huile, cocotier, etc.) (Derreudre et Gazeau, 1988). 

 

 

3. Les méthodes de micropropagation 

 

Comme exposé précédemment, ces méthodes peuvent reposer sur une croissance organisée 

et/ou une phase intermédiaire non-organisée des tissus en culture in vitro. On parle alors de 

méthodes de propagation directes ou indirectes : l’organogénèse ou l’embryogénèse somatique 

(Gaspar, 1988 ; George, 2008 ; Fig. 11) : 

- Le développement et la multiplication des pousses de bourgeons axillaires , aussi 

appelée culture de boutures de nœuds. Elle repose sur le développement de bourgeons 

préformés en provoquant et en accélérant le débourrement axillaire normal des explants. 

Reposant sur la caulogénèse, chaque noeud constitue ainsi potentiellement une nouvelle 

plante. Cette méthode est la plus proche d’un type de multiplication traditionnelle, 

comme le bouturage, puisqu’elle s’appuie sur le développement de méristèmes 

préexistants. Cette technique de micropropagation ne fait donc qu’accélérer in vitro et 

miniaturiser le fonctionnement normal des méristèmes de bourgeons déjà formés sur 

une plante (Gaspar, 1988). La production de plantes à partir de bourgeons ou de pousses 

axillaires s'est avérée être la méthode la plus facilement applicable et la plus fiable de 

propagation in vitro de plants conformes et identiques aux pied-mères. Deux méthodes 

sont couramment utilisées : la culture d’apex caulinaire (« shoot tip culture ») et la 

culture de nœuds ou bourgeons axillaires (George et Debergh, 2008). Par ailleurs, 

l’introduction en culture in vitro de méristème, et plus précisément du dôme 
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méristématique, est une méthode d’assainissement permettant d’obtenir des plants 

exempts de virus pathogènes (George et Debergh, 2008). 

- La formation de bourgeons adventifs, directement sur des fragments de tissus ou 

d’organes de la plantes excisés (explants). On parle alors d’organogénèse directe, 

l’initiation des bourgeons pouvant être en principe induite sur n’importe quel type 

d’organe ou de tissu. De très nombreuses espèces ont été multipliées de cette manière,  

comme le piment (Otroshy et al., 2011), le stevia (Ramirez-Mosqueda et Iglesias-

Andreu, 2016), ou encore le gloxinia (Blinstrubiene et al., 2020). 

- La formation de bourgeons adventifs indirects à partir d’une phase intermédiaire de 

cellules non-organisées, en suspension ou sous forme de cals formés par la prolifération 

de cellules à partir des explants. Des méristèmes de racine et de pousse sont formés de 

manière caractéristique dans les cultures de cals et ne sont observés 

qu'occasionnellement dans des suspensions où ils sont généralement produits dans de 

grands agrégats cellulaires (George et Debergh, 2008). De nombreux exemples peuvent 

être relevés, comme chez l’Agave (Reyes-Zambrano et al., 2016), ou l’Armoise 

(Zayova et al., 2020). 

- La différenciation et la formation d’embryons somatiques directement sur les explants 

et comparables aux embryons zygotiques. Il s’agit de structure (embryoïde) caractérisée 

par une organisation bipolaire, les deux pôles méristématiques développant 

respectivement la gemmule et la radicule. On parle alors d’embryogénèse somatique 

directe (Gaspar, 1988). Les ovules, les embryons nucellaires et les tissus des nucelles 

sont particulièrement susceptibles de présenter une embryogenèse directe (George et 

Debergh, 2008), mais des embryons somatiques directs peuvent aussi être obtenus sur 

des fragments foliaires, comme chez Phalaenopsis (Gow et al., 2010) ou le caféier 

(Chone et al., 2018). 

- La différenciation et la formation d’une embryogénèse somatique indirecte, le plus 

souvent à partir de cellules non-organisées en suspension, et occasionnellement dans 

les cals (Gaspar, 1988). Elle joue un rôle important dans la propagation de masse in 

vitro, la conservation du matériel génétique et l'amélioration génétique, notamment des 

plantes ligneuses (Jain et al., 2000 ; Chiancone et Germanà, 2013 ; Ozudogru et 

Lambardi, 2016). 

- La micropropagation d’organes de réserve. De nombreuses espèces ornementales et 

cultivées sont normalement propagées, stockées et plantées sous forme d'organes de 

stockage végétatif. Il n'est donc pas surprenant que, lorsque de tels organes sont 

produits in vitro, ils fournissent souvent un moyen commode de micropropagation et/ou 

de stockage du génotype (George et Debergh, 2008). Le système de culture in vitro 

permet ainsi de propager et miniaturiser différents organes de réserve : des bulbilles 

chez les plantes à bulbes comme chez le Lys (Wu et al., 2019 ; Tang et al., 2020), des 
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microtubercules chez la pomme de terre (Chen et al., 2018), des protocormes chez les 

orchidées (Tanaka et al., 1975). Ces organes peuvent ensuite être individualisés puis 

plantés ou semés directement dans le substrat de culture (Gaspar, 1988). 

- Le microgreffage, permettant la régénération de souches malades. Il est parfois utilisé 

pour les plants difficiles à enraciner (Boutherin et Bron, 2013). Les porte-greffes 

utilisés pour la microgreffe sont généralement des plants nouvellement germés, mais il 

est également possible d'utiliser des boutures racinées ou des pousses micropropagées 

(George et Debergh, 2008) présentant de bonnes réussites, notamment chez Citrus (Le 

et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Les principales méthodes de micropropagation. 

Ces méthodes reposent sur la multiplication des pousses et des bourgeons axillaires par la culture des 

méristèmes (« Meristem culture ») ou de bourgeons axillaires (« Node culture »), ou la multiplication par 

des pousses adventives directes ou indirectes (« Direct shoot formation » et « Indirect shoot formation » 

respectivement), ou encore par les méthodes d’embryogénèse somatique directes ou indirectes («  Direct 

embryogenesis » et « Indirect embryogenesis » respectivement) (George et Debergh, 2008). 
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En 1974, le professeur Murashige a proposé une classification des processus de 

micropropagation en trois étapes ou stades. Cette classification fut alors largement 

adoptée par les laboratoires de recherche et de commercialisation, car elle permet non 

seulement de décrire l’état du plant, mais également de représenter les étapes clefs du 

processus et nécessitant un changement d’environnement ou de milieu de culture.  

 

Modifiée ensuite par Debergh et Maene en 1981, elle regroupe aujourd’hui 4 stades qui 

diffèrent selon les méthodes de micropropagation mis en place (Fig. 12 ; Tab. 1) : 

- Stade 0 : Sélection et préparation de la plante mère (prétraitement 

environnemental, chimique, thermothérapie, etc.) 

- Stade I : Mise en place d’une culture aseptique (introduction du matériel 

végétal par une désinfection aux stérilisants de surface) 

- Stade II : Multiplication des vitroplants correspondants (multiplication 

provoquée à partir de pousses axillaires ou adventives nouvellement formées, 

d'embryons somatiques ou d'organes de stockage) 

- Stade III : Préparation à la croissance en milieu naturel (préparation à 

l’acclimatation, c’est-à-dire phase d’enracinement) 

➢ Stade IIIa : allongement des bourgeons ou des pousses formées au 

stade II, pour fournir des pousses d'une taille appropriée pour le stade 

IIIb 

➢ Stade IIIb : enracinement des pousses de stade IIIa 

- Stade IV : Transfert dans le milieu naturel (acclimatation dans un substrat 

horticole et conservées quelques semaines dans un environnement à forte 

hygrométrie) 
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Figure 12 : Les différents stades de vitroplants. 

Photographie de vitroplants de Rubus idaeus ‘Autumn Bliss’ aux différents stades. A) Stade I, en 

introduction (à 3 semaines) ; B) Stade II, en multiplication (à 5 semaines) ; C) Stade IIIa, en élongation (à 

5 semaines) ; D) Stade IIIb, en enracinement (à 5 semaines) ; E) Stade IV, en acclimatation (à 5 semaines). 

Photographies à l’échelle ½. (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

A B 

C D 

E 



Partie 1.     Synthèse bibliographique 

44 

 

Tableau 1 : Les étapes des différentes méthodes de micropropagation. 

Les étapes des différentes méthodes de micropropagation (d’après George et Debergh, 2008). 

 

Méthodes de 

micropropagation 

Stade de culture 

I. Initiation de culture 

 

Croissance de tissus/organes 

stimulés in vitro sans algues, 

bactéries, champignons et autres 

contaminants. 

II. Augmentation des vitroplants 

 

Induire les cultures à produire 

un nombre de pousses ou 

d'embryons somatiques. 

III. Préparation au transfert de sol 

 

Séparer et préparer les 

vitroplants pour avoir un taux de 

survie élevé en tant que plantes 

individuelles dans 

l'environnement extérieur. 

Culture de pousses 

Transfert des extrémités des 
pousses ou des bourgeons latéraux 

désinfectés sur des milieux solides 

ou liquides et début de la 
croissance des pousses à env. 10 

mm. 

Induire la formation de pousses 
multiples (axillaires) et la 

croissance des pousses à une taille 

suffisante pour la séparation, soit 
en tant que nouveaux explants de 

stade II, soit pour le passage à III. 

Allongement des bourgeons 

formés au stade II en pousses 
uniformes. Enracinement des 

pousses in vitro ou à l'extérieur 

du récipient de culture. 

Pousses de méristèmes floraux 
Isolement aseptique de morceaux 

de méristèmes floraux composés. 

Induire les nombreux méristèmes 

à produire des pousses 

végétatives, puis menés comme 

une culture de pousses. 

Comme pour les cultures de pousses. 

Plusieurs pousses issues de graines 
Germination aseptique des graines 

sur un milieu riche en cytokinines. 

Induire une prolifération de 

pousses multiples, puis repiquer 
les pousses. 

Comme pour les cultures de pousses. 

Culture de méristème 

Transfert de très petites pointes de 

pousses (longueur 0,2-0,5 mm). 

Des pointes plus longues (1 à 2 
mm) peuvent être utilisées comme 

explants s'ils sont obtenus à partir 

de plantes traitées thermiquement. 

Croissance jusqu'à env. 10 mm, 

puis menés comme culture de 

pousses et transfert au stade III. 

Comme pour les cultures de pousses. 

Culture des nœuds 
Comme pour la culture des 

pousses, mais avec des 
bourgeons. 

Propagation en induisant le 
bourgeonnement axillaire. 

Le repiquage peut être répété 

indéfiniment. 

Comme pour les cultures de pousses. 

Régénération directe des 
pousses à partir d'explants 

Introduire des explants appropriés 
à partir de tissu de plante mère (par 

exemple des segments de feuille 

ou de tige) en culture sans 
contamination. 

L'induction de pousses 

directement sur l'explant sans 
formation préalable de cal. Les 

pousses ainsi formées peuvent 
généralement être divisées et 

utilisées comme explants pour de 

nouveaux repiquages de stade II 
ou culture de pousses. 

Comme pour les cultures de pousses. 

Embryogenèse directe 

Introduire des explants tissulaires 

embryogènes ou des embryons 

somatiques préalablement 
formés. 

L'induction directe d'embryons 
somatiques sur les explants sans 

formation préalable de cal. 

Germination des embryons en 

plantules qui peuvent être 

transférées en environnement 
externe. 

Régénération indirecte des 

pousses à partir de cals 
morphogéniques 

Initiation et isolement des cals 

avec méristèmes de pousses 
superficielles. 

Repiquage répété de petits 

morceaux de cals suivis d'un 
transfert dans un milieu inducteur 

de pousses. La croissance des 

pousses est d’environ 10 mm de 
longueur. 

Les pousses individuelles sont 

cultivées et enracinées. 

Embryogenèse indirecte à partir 

de cals ou de suspensions 

cellulaires embryogènes 

Initiation et isolement de cal avec 

la capacité de former des 

embryons somatiques, OU 

obtention d'une suspension 
embryogène. 

Repiquage du cal embryogène ou 

culture en suspension suivie d'un 

transfert dans un milieu 

favorisant le développement 
d'embryons. 

Germination des embryons en 

plantules qui peuvent être 
transférées en environnement 

externe. 

Formation des organes de stockage 
Isolement et culture de tissus/ 

organes capables de former des 

organes de stockage. 

Induire la formation d'organes de 

stockage et parfois les diviser pour 

démarrer de nouvelles cultures de 
stade II. 

Faire pousser des pousses/ 

plantules obtenues à partir 

d'organes de stockage pour les 
transférer dans le sol OU faire 

pousser les organes de stockage 

eux-mêmes pour une taille adaptée 
à la plantation en terre. 
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4. Les régulateurs de croissance utilisés en micropropagation 

 

Certains produits chimiques naturellement présents dans les tissus végétaux (c'est -à-dire de 

manière endogène) ont un rôle régulateur plutôt que nutritionnel dans la croissance et le 

développement. Ces composés, généralement actifs à de très faibles concentrations, sont connus 

sous le nom de régulateurs de croissance végétale (ou phytohormones) (Machakova et al., 

2008). 

Les auxines et les cytokinines sont de loin les plus importantes pour réguler  la croissance et la 

morphogenèse dans les cultures de tissus et d'organes végétaux. Dans ces classes, des 

régulateurs synthétiques ont été découverts avec une activité biologique égale ou supérieure à 

celle des substances de croissance naturelles équivalentes (Machakova et al., 2008). 

Skoog et Miller (1957) ont ainsi été les premiers à mettre en évidence le rôle de l’équilibre 

auxine/cytokinine exogène dans l’organogénèse in vitro. Les différents effets généraux de cet 

équilibre auxine/cytokinine sont illustrés dans la Fig. 6. 

Du rapport auxine/cytokinines le plus élevé au plus faible, les processus morphogénétiques 

induits sont ainsi la rhizogenèse, la callogénèse sur monocotylédones, l’embryogénèse 

somatique, la formation de racines adventives sur cals, la callogénèse sur dicotylédones, le 

bourgeonnement adventif et enfin le bourgeonnement axillaire (Machakova et al., 2008). 

 

 

 

Figure 13 : La balance auxine/cytokinine et ses effets sur la croissance et la morphogénèse. 

Les concentrations relatives d’auxine et cytokinines typiquement requis pour la croissance et la 

morphogénèse (d’après Van Staden et al., 2008). 
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Les Auxines : 

De nombreuses molécules présentant une activité auxinique ont été mises en évidenc e. Les six 

principales sont l’acide indole 3-acétique (AIA, une auxine naturelle), et l’acide β 

indolbutyrique (AIB), l'acide 1-naphtalène-acétique (ANA), l'acide 2,4-

dichlorophénoxyacétique (2,4D), l'acide 4-amino-3,5,6-trichloro-picolinique (Picloram) et 

l'acide 2-méthoxy-3,6-dichlorobenzoïque (Dicamba), auxines synthétiques (Phillips et Garda, 

2019). Un important travail de veille bibliographique effectué par Herman (2015) a permis 

d’analyser les bases minérales et les régulateurs de croissance les plus cités dans la littérature 

scientifique entre 2011 et 2015. Sur ces 5 années, c’est l'ANA qui fut l’auxine la plus citée et 

publiée (15% des citations), suivie de l’AIB (9% des citations), puis du 2,4 -D, de l’AIA et du 

Picloram (Herman, 2015 ; Phillips et Garda, 2019). L'auxine naturelle AIA est sensible à la 

lumière et se dégrade facilement, tandis que les autres auxines mentionnées sont synthétiques 

et chimiquement plus stables. Généralement, l’ANA, l’AIB et l’AIA sont utilisés dans les 

cultures de multiplication de pousses et dans les cultures d'enracinement. Le Dicamba, le 2,4-

D et le Picloram sont des herbicides à activité auxinique très forte, et sont donc utilisés à des 

concentrations beaucoup plus faibles. En culture in vitro, les effets de l’auxine sont ainsi 

l’induction de la croissance des cals, la rhizogénèse et l’induction d’embryogénèse somatique, 

notamment avec de fortes concentrations de 2,4-D (Machakova et al., 2008). Les inhibiteurs du 

transport de l’auxine quant à eux, le NPA et le TIBA, permettent le débourrement des axillaires 

en diminuant la dominance apicale (Voyiatzi and Voyiatzi, 1988 ; Pumisutapon, 2012 ; 

Keshavarzi, 2017). 

 

Les Cytokinines : 

Tout comme pour les auxines, de nombreuses molécules avec une activité cytokinine ont été 

découvertes. Les six principales sont les deux cytokinines naturelles qui sont la Zéatine (ZEA) 

et l’isopentényladénine (2-IP), puis deux cytokinines synthétiques avec la 6-benzylaminopurine 

(BAP) et la 6-furfuryl aminopurine (KIN ou Kinétine), un régulateur synthétique le Thidiazuron 

(TDZ) et enfin un précurseur de cytokinine l'adénine hémisulfate (ADE) (Phillips et Garda, 

2019). Sur 5 années de 2011 à 2015, c’est la BAP qui fut la cytokinine la plus citée et publiée 

(31% des citations), suivie de la Kinétine (7,5% des citations), puis le TDZ et la 2-IP sont cités 

moins de 4% chacun (Herman, 2015 ; Phillips et Garda, 2019). Les cytokinines naturelles telles 

que la Zéatine sont chères et moins stables chimiquement que les versions synthétiques comme 

la BAP. Le TDZ est plus fréquemment utilisé dans les applications de plantes ligneuses 

(Huetteman et Preece, 1993) : il présente des propriétés communes aux auxines et aux 

cytokinines et a été initialement développé comme herbicide en raison de son effet inhibiteur 

des cytokinines oxydases. L'hémisulfate d'adénine est utilisé comme précurseur de la cytokinine 

et a une faible activité de cytokinine. Dans 89% des cas cités, l’ut ilisation d'auxine et de 

cytokinine comme seuls régulateurs de croissance était suffisante pour atteindre les objectifs de 
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culture (Herman, 2015 ; Phillips et Garda, 2019). L’action des cytokinines est dépendante de la 

lumière, et elles stimulent la division cellulaire, la prolifération des jeunes pousses axillaires et 

adventives et favorisent le développement des embryons somatiques lorsqu’elle est ajoutée à 

très faible dose. Elles inhibent de surcroit fortement l’auxine, inhibant ainsi la rhizogénèse (Van 

Staden et al., 2008). 

 

Les gibbérellines :  

De nombreuses gibbérellines naturelles et synthétiques ont été révélées, dont la plus connue est 

la gibbérelline naturelle GA3. De 2011 à 2015, seules 4% des publications citaient l’acide 

gibbérellique (Herman, 2015 ; Phillips et Garda, 2019). Il est classiquement utilisé pour 

l’élongation des pousses, mais peut également influencer le développement des graines et lever 

la dormance. Il peut néanmoins interférer avec l'initiation des bourgeons, réduire la formatio n 

des racines et interférer avec l'embryogenèse (Beyl, 2011). Des anti-gibbérrelines, comme le 

paclobutrazol (PBZ) et l’uniconazole (UNI) sont utilisés pour limiter la synthèse de GA3 et 

réduire l’élongation des tiges (Phillips et Garda, 2019). 

 

L’acide abscissique 

Généralement considéré comme un inhibiteur de croissance contrairement aux cytokinines et 

gibbérellines, l’acide abscissique (ABA) joue un rôle dans la dormance des bourgeons et des 

graines, le contrôle stomatique, l'abscission des feuilles et la  sénescence (Beyl, 2011). Il peut 

néanmoins stimuler divers processus in vitro à faible concentration : la formation de cals, le 

développement de bourgeons, la maturation d’embryons somatiques (Gaspar, 1988), bien qu’il 

en sera inhibiteur à forte concentration (Beyl, 2011). Utilisée dans 2% des publications entre 

2011 et 2015, l’ABA est surtout communément utilisée pour réguler le développement de 

l'embryon somatique (Herman, 2015 ; Phillips et Garda, 2019). 

 

L’éthylène 

En culture in vitro, l'éthylène (ET), à des concentrations suffisamment élevées, peut inhiber la 

croissance et le développement (Beyl, 2011). Cela peut ainsi être exacerbé par certains 

récipients de culture qui restreignent les échanges gazeux. Les espèces sensibles peuvent ainsi 

présenter un allongement réduit et/ou un gonflement de la tige, une croissance foliaire limitée 

ou des feuilles froissées, une sénescence prématurée des feuilles et une rupture de la dominance 

apicale (Gaba, 2005). Le nitrate d'argent ou le thiosulfate d'argent sont fréquemment utilisés 

pour inhiber son action. Ils ont ainsi été utilisés dans 5% des cas entre 2011 et 2015 (Herman, 

2015 ; Phillips et Garda, 2019). A l’inverse, la synthèse de l'éthylène peut être favorisée par 

l'acide 1-aminocyclopropane-1-carboxylique (ACC) ou l'acide 2-chloroéthylphosphonique 

(éthéphon) (Biddington, 1992). Ses effets pouvant être bénéfiques en micropropagation pour 

réduire l’élongation (Beyl, 2011), stimuler l’accumulation de métabolites secondaires 
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recherchés (Yahia et al., 1998), ou réduire la dominance apicale et augmenter le développement 

de nouvelles pousses (Keshavarzi, 2017). 

 

Les autres molécules utilisées en culture in vitro : 

Bien que ce ne soit pas des phytohormones, l'acide ascorbique (ASA) ou la 

polyvinylpyrrolidone (PVP) ont été utilisés comme antioxydants dans 4% des références entre 

2011 et 2015 (Herman, 2015 ; Phillips et Garda, 2019).  

L'acide jasmonique (JA) est impliqué dans les plantes entières dans les réponses aux plaies et 

aux agents pathogènes, à la formation de protéines de stress et la synthèse de l'éthylène (Gaspar 

et al., 1996). En culture in vitro, il peut stimuler la formation de bulbes, retarder la formation 

de cals, et selon les espèces stimuler ou inhiber la formation de tiges et de racines (Beyl, 2011), 

mais il est souvent utilisé comme stimulateur de défense (Phillips et Garda, 2019). 

Les polyamines sont des molécules organiques jouant un rôle dans de nombreux processus chez 

les plantes entières, y compris la division cellulaire et la morphogenèse. En culture in vitro, 

elles peuvent favoriser le développement des méristèmes et l’allongement des pousses (Nas, 

2004), et le développement de l’embryogénèse somatique (Beyl, 2011). 

Les brassinostéroïdes sont des composés de la classe des stéroïdes qui favorisent l'expansion et 

l'élongation cellulaires. En culture in vitro, ils agissent en synergie avec les auxines et, dans 

l'ensemble, jouent un rôle dans l'amélioration de l'efficacité de la régénération (Beyl, 2011). 

L'acide salicylique est impliqué dans la régulation et le développement de la croissance des 

plantes. Cet acide est surtout largement connu pour son rôle dans les mécanismes de défense 

contre les stress biotiques et abiotiques, et son utilisation en culture in vitro présente une 

amélioration sur la régénération, le développement des pousses, la croissance et le taux de 

survie des vitroplants (Beyl, 2011). 

Enfin, liés aux strigolactones, le GR24, en tant qu’analogue, inhibe  le débourrement des 

axillaires, tandis que le D2 et le fluridone, inhibiteurs de la biosynthèse des caroténoïdes (et 

donc de la biosynthèse des strigolactones et de l’acide abscissique qui en sont dérivés), 

réduisent la synthèse de strigolactones et inhibent la dominance apicale pour favoriser le 

développement des axillaires (Pumisutapon, 2012 ; Keshavarzi, 2017 ; Shahin et al., 2018). 
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5. Les variations somaclonales 

 

Les techniques de culture de tissus végétaux apportent une technologie et une méthode de 

multiplication présentant beaucoup d’avantages pour la propagation des cultures horticoles.  

Cependant, depuis le premier rapport officiel de variations morphologiques dans des plants de 

canne à sucre produits in vitro en 1971 (Heinze et Mee, 1971), plusieurs cas de variations 

somaclonales ont été signalés dans différentes cultures horticoles. En 1981, Larkin et Scowkraft 

ont alors inventé un terme général de « variation somaclonale » pour les variants végétaux 

dérivés de toute forme de cultures cellulaires ou tissulaires. Ces variations somaclonales sont 

principalement causées par des mutations nouvellement générées et résultant du processus de 

culture tissulaire (Sato et al., 2011). De nombreux facteurs de stress peuvent servir de 

déclencheurs de mutations dans la culture tissulaire, comme la blessure des explants, 

l'exposition aux stérilisants pendant la stérilisation, les déséquilibres des composants du milieu 

avec des concentrations élevées de régulateurs de croissance des plantes (auxine et cy tokinines), 

le sucre du milieu nutritif en remplacement de la photosynthèse dans les feuilles, les conditions 

d'éclairage artificielle ou encore une humidité ambiante très élevée dans les contenants de 

culture associée à une forte transpiration (Joyce et al., 2003 ; Sato et al., 2011 ; Smulders et de 

Klerk, 2011 ; Krishna et al., 2016).  

Ces variations somaclonales pourraient ainsi particulièrement être le résultat du stress oxydatif 

infligé aux tissus végétaux lors de la culture in vitro. Ce dernier entraîne ainsi des niveaux 

élevés de pro-oxydants ou d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) telles que les radicaux 

superoxyde, le peroxyde d'hydrogène, l’hydroxyle, le peroxyle et l’alcoxyle. Ces ROS peuvent 

alors impliquer une modification de la méthylation de l'ADN (Wacksman, 1997), des 

changements du nombre de chromosomes, la rupture des brins chromosomiques, des 

réarrangements chromosomiques, des éléments transposables et des délétions et substitutions 

de bases de l’ADN (Czene et Harms-Ringdahl, 1995), à l’origine des mutations dans les cellules 

végétales in vitro (Fig. 14). 

 

Des différences de fréquence et de nature de la variation somaclonale peuvent survenir en 

fonction de l’origine de la source tissulaire de la régénération (Sahijram et al., 2003). Les tissus 

hautement différenciés tels que les racines, les feuilles et les tiges produisent généralement plus 

de variations que les explants avec des méristèmes préexistants, tels que les bourgeons axillaires 

et les extrémités des pousses (Duncan, 1997). Ainsi, en général, plus le tissu utilisé pour la 

régénération est ancien et/ou spécialisé, et plus grandes sont les chances qu’une variation 

apparaisse (Krishna et al., 2016). 
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Figure 14 : Mécanisme de variation somaclonale des plantes micropropagées suite au stress oxydatif lors 

de la culture in vitro. 

Mécanisme de variation somaclonale des plantes micropropagées suite au stress oxydatif lors de la culture 

in vitro (d’après Krishna, 2016) 

 

 

 

L'ampleur du stress oxydatif dépend de la technique de culture tissulaire. La production de 

plantes par ramification axillaire, n’est qu’une accélération du développement naturel de la 

plante, et ne devrait pas entraîner la production de variants. En revanche, les cultures qui passent 

par une phase de cal sont celles qui favorisent théoriquement les taux de mutation les plus élevés 

(Zayova et al., 2010). De même, une plus grande variabilité chromosomique est relevée dans la 

phase de cals que dans les pousses adventives (Saravanan et al., 2011). Probablement issue du 

degré de perturbation différent auquel les cellules sont confrontées. Dans le premier cas, les 

cellules suivent un schéma de division qui est normal dans la plante en développement. D'autre 

part, la formation de cals implique une phase de dédifférenciation suivie de divisions cellulaires 

incontrôlées (Vazquez, 2001). En outre, puisque l'ADN aux stades initiaux de développement 

de l'embryogenèse somatique contient des niveaux de méthylation inférieurs aux stades 

suivants, il a été suggéré que la régénération par embryogenèse a de meilleures chances 

d'aboutir à des plantes génétiquement uniformes que par différenciation organogénique 

(Vazquez, 2001 ; Sahijram et al., 2003). Cependant, des variations des cultures in vitro issues 

de l'embryogenèse somatique ont été signalées chez plusieurs espèces comme la noisette (Diaz-

Sala et al., 1995), le genre Citrus (Hao et al., 2004), le palmier à huile (Jaligot et al., 2004), la 
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rose (Xu et al., 2004), la pomme de terre (Sharma et al., 2007), la vigne (Schellenbaum et al., 

2008), le café (Menendez-Yuffa et al., 2010), l’olive (Leva et al., 2012), le tamarillo (Currais 

et al., 2013) et l’aubergine (Naseer et Mahmood, 2014 ; Krishna et al., 2016). 

 

Bien que les explants avec des méristèmes préexistants présentent moins de variations 

somaclonales, toutes les pousses issues des cultures de pousses ne proviennent cependant pas 

de bourgeons axillaires. Fréquemment, des pousses adventives apparaissent également, soit 

directement à partir de l’explant mis en culture, soit indirectement à partir du développement 

de cals à la base de la masse des plants repiqués. Par exemple, Nasir et Miles (1981) ont observé 

que dans les sous-cultures d'un porte-greffe de pommier, certaines nouvelles pousses 

provenaient de cals à la base du vitroplant. De même, des pousses adventives et axillaires ont 

été produites simultanément dans des cultures de Hosta (Papachatzi et al., 1981), alors que la 

prolifération des pousses à partir de certains types de vitroplants de pommes de terre provenait 

exclusivement de cals organogènes (Roca et al., 1978). 

Plusieurs origines peuvent ainsi être simultanées sur un même vitroplant en culture, cependant, 

l'origine précise des pousses ne peut parfois être déterminée qu'à partir d'un examen anatomique 

minutieux. Hussey (1983) a ainsi qualifié les cultures fournissant à la fois des pousses 

adventives et d’axillaires de « cultures mixtes ».  

La formation de cals et le développement de pousses adventives directes ou indirectes peuvent 

potentiellement être contrôlés en modifiant les régulateurs de croissance dans le milieu. 

Cependant, l'utilisation d'un protocole strict, excluant les pousses adventives pour ne conserver 

que les pousses d’axillaires, peut rester parfois difficile à appliquer (Krishna et al., 2016). Cela 

a conduit certains producteurs à essayer d'utiliser un régime plus souple et à accepter une 

proportion de pousses adventives en acceptant le protocole avec le meilleur compromis, comme 

par exemple avec Kalanchoe blossfeldiana (Schwaiger et Horn, 1988). La conséquence 

habituelle de ce type de culture est alors un degré de variation plus ou moins important parmi 

les plants obtenus qui peut être acceptable ou non. Dans ce dernier cas, un tri peut être 

nécessaire pour ne conserver que les plants conformes au pied-mère. 
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6. Avantages et inconvénients des méthodes de micropropagation 

 

Les techniques de micropropagation sont en grande partie une extension de celles déjà 

développées pour la multiplication conventionnelle, mais présentent de nombreux avantages 

par rapport aux méthodes traditionnelles, dont voici quelques exemples non-exhaustifs 

(Margara, 1989 ; George, 2008 ; Boutherin et Bron, 2013) : 

- Les cultures commencent avec de très petits morceaux de plantes (explants), puis de 

petites pousses ou embryons sont propagés (d'où le terme « micropropagation » pour 

décrire les méthodes in vitro). Ainsi, seul un petit espace est nécessaire pour entretenir 

les plantes ou pour augmenter considérablement leur nombre.  

- La multiplication est réalisée dans des conditions aseptiques (évitant les 

contaminations), limitant ainsi la propagation des pathogènes, virus ou ravageurs 

spécifiques pendant la phase de culture in vitro.  

- Certaines méthodes permettent d’assainir les plantes de maladies virales spécifiques, 

ce qui peut permettre dans certains cas de renouveler un parc de pied-mère ou une 

culture contaminée avec de nouveaux plants sains. 

- La vitesse de propagation peut-être beaucoup plus élevée et rapide qu'en multiplication 

conventionnelle. Cela peut permettre de mettre à disposition rapidement et largement 

des variétés nouvellement sélectionnées et de produire de nombreuses plantes en peu 

de temps. 

- Les cultures obtenues présentent en général une très bonne homogénéité, facilitant 

l’entretien après acclimatation. 

- Il peut être possible de produire des clones de certains types de plantes qui sont par 

ailleurs lents et difficiles (voire impossibles) à multiplier par les méthodes 

conventionnelles. 

- Par l’utilisation de régulateurs de croissance spécifiques, les plantes peuvent acquérir 

de nouvelles caractéristiques temporaires après micropropagation (un port buissonnant 

pour les plantes ornementales, une floribondité plus importante pour les plantes à fruits, 

etc.). 

- La production peut s’affranchir des saisons et aléas climatiques et être poursuivie toute 

l'année. 

- Le matériel reproduit par voie végétative peut souvent être stocké pendant de longues 

périodes, et à moindre coût par comparaison avec l’entretien de pied -mère. 

- Le matériel végétal nécessite peu d'attention entre les repiquages et il n'y a  pas besoin 

de main-d'œuvre ou de matériel pour l'arrosage, le désherbage, la pulvérisation, etc. ce 

qui peut rendre la micropropagation plus avantageuse que l’entretien d’un grand 

nombre de pieds-mère. 
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Cependant, ces méthodes peuvent également présenter un certain nombre 

d’inconvénients (Margara, 1989 ; George, 2008 ; Boutherin et Bron, 2013) : 

- Ces méthodes nécessitent une installation de production spécialisée et coûteuse (pour 

la production de milieux stériles, le repiquage en conditions sécurisées, la croissance 

en chambres de cultures artificielles, etc.). 

- Des méthodes spécifiques et des compétences avancées peuvent être nécessaires pour 

obtenir des résultats optimaux à partir de chaque espèce et variété.  

- Puisque les plants sont cultivés dans des récipients en verre ou plastique dans une 

humidité relative très élevée, les jeunes plantules sont plus sensibles à la perte d'eau 

dans un environnement extérieur. Ils nécessitent donc une phase d’acclimatation 

potentiellement très sensible pour la survie des plants. 

- Les cultures in vitro sont parfois qualifiées de cultures « axéniques ». Ce terme n'est 

cependant pas correct, car il signifierait « exempt de toute association avec d'autres 

organismes vivants ». La conséquence serait qu’une fois les cultures commencées, il ne 

devrait y avoir aucune perte, avec des plantules exemptes de bactéries, de champignons 

et d'autres micro-organismes, ce qui s’avère pourtant souvent inexact (Orlikowska et 

al., 2017). Et dans le cas contraire, la plante pourrait être privée d’association avec des 

micro-organismes favorables pour son développement. 

- Comme les méthodes actuelles exigent beaucoup de main-d'œuvre et d’énergie, le coût 

des plants est généralement relativement élevé. Il s’avère donc essentiel  dans la plupart 

des cas de définir si le surcoût des méthodes de micropropagation est compensé par des 

avantages techniques ou une plus-value associée à la qualité des plants issus de 

multiplication in vitro par rapport aux autres techniques de multiplication. 

- Selon la méthode de micropropagation, les probabilités de produire des variants peuvent 

être augmentées (c’est-à-dire un individu présentant des caractères phénotypiques ou 

génotypiques, héréditaires ou non, différents de ceux des autres individus du  clone 

duquel il est issu). Même si la méthode de micropropagation utilisée n’entraîne pas a 

priori un taux de mutation supérieur, comme les vitroplants présentent un aspect très 

juvénile et miniaturisé, les vitroplants variants sont la plupart du temps très peu 

identifiables. Ainsi, la très grande quantité de plants obtenus à partir du même explant 

a pour conséquence que si un variant survient, il pourrait vraisemblablement être 

propagé en très grande quantité, avec une identification des variants très tardive dans 

le processus de production. 

 

En fonction des besoins de multiplication, des espèces, et des phénotypes concernés, il peut 

alors être nécessaire d’étudier au cas par cas l’intérêt de mettre en place la multiplication in 

vitro. Certains phénotypes, comme la panachure par exemple, pouvant présenter des 

caractèristiques qui diffèrent selon les processus de multiplication utilisés.  
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Chapitre 5 : Les panachures 

 

1. Définition et classification des panachures 

 

La panachure se définit comme la présence de marques distinctes de différentes couleurs sur un 

organe ou un organisme. Chez les animaux, les zèbres, les pandas ou encore certains chats 

domestiques sont des exemples classiques de panachure. Chez les plantes, elle se manifeste par 

des rayures, des tâches, des marbrures, ou encore par des différences de couleur entre les 

marges/bordures et la zone médiane des feuilles ou des pétales  (Marcotrigiano, 1997). 

 

Les panachures peuvent être décrites et classées de plusieurs manières. 

Elles peuvent être classifiées selon qu’elles soient modélisables ou non modélisables 

(Marcotrigiano, 1997). Une panachure modélisable illustre un modèle prévisible, régulier, 

répétable entre les feuilles, fleurs ou tiges sur la même plante (par exemple feuille verte bordée 

de blanc, Fig. 15A). A l’inverse, une panachure non modélisable présente un panachage de 

couleur aléatoire où l’extension de chacune des couleurs est variable et imprévisible pour 

chaque feuille ou fleur (par exemple certains pétunias ou roses striées, Fig. 15B). 

 

 

  

Figure 15 : La classification de la panachure selon son phénotype modélisable.  

Les panachures peuvent être classées selon qu’elles soient (A) modélisables, comme ici chez Euphorbia 

marginata ‘Snow on the Mountain’, ou (B) non-modélisables, comme ici chez Petunia 

(Crédits photographiques : Kansas Native Plant Society ; INRA-ENS Lyon) 

 

 

La panachure foliaire peut également être classée selon une deuxième classification qui 

distingue deux principaux mécanismes : une structure particulière des tissus et/ou une 

hétérogénéité des pigments. La panachure structurelle (couleur physique causée par des 

propriétés optiques liées à l’anatomie foliaire) inclut les phénomènes de feuilles à cloque (Fig. 

16A ; Vaughn and Wilson, 1981 ; Sheue et al., 2012), des élargissements des espacements 

intercellulaires dans le mésophylle (Pao et al., 2020), ou encore la variation dans l’épaisseur 

A B 
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des cellules épidermiques (Chen et al., 2017 ; Pao et al., 2020). La panachure liée à des pigments 

(couleur chimique) est principalement due à des variations dans la teneur en chlorophylle (Fig. 

16B), bien que les caroténoïdes, flavonoïdes et anthocyanes contribuent également à obtenir 

des feuilles multicolores (Fisher, 1986 ; Ahmed et al., 2004 ; Klancnik et al., 2016 ; Tanaka et 

al., 2008). 

 

 

 

Figure 16 : La classification de la panachure selon les mécanismes de structure ou de pigmentation.  

Les panachures peuvent être classées selon deux principaux mécanismes : (A) la panachure structurelle, 

comme ici les feuilles à cloques chez Pilea cadieri, ou (B) la panachure liée aux pigments, comme ici avec 

les pigments de chlorophylle chez un Ficus panaché (Crédits photographiques : Frau-Doktor ; Firn) 

 

 

Enfin, une troisième classification existe selon que les types de panachure peuvent être répartis 

en 2 catégories selon le plan de division cellulaire : les panachures liées à la lignée cellulaire 

(soit au plan de division cellulaire, Fig. 17A), et les panachures indépendantes de la lignée 

cellulaire (Fig. 17B) (Kirk et Tilney-Basset, 1978). 

 

 

 

Figure 17 : La classification de la panachure selon le plan de division cellulaire.  

Les panachures peuvent être classées selon qu’elles soient (A) liées à la lignée cellulaire, comme ici chez 

un Petunia, ou (B) non-liée à la lignée cellulaire, ici chez Petunia hybrida ‘Hulahoop’ 

(Crédits photographiques : INRA-ENS Lyon ; Cripple Creek Creations Inc) 

 

 

A B 
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Pour les plantes dont la panachure est indépendante de la lignée cellulaire, toutes les cellules 

possèdent le même génotype, mais les gènes responsables de la synthèse ou la destruction de 

pigments ou de composés colorés peuvent s’exprimer différemment selon l’organe ou la 

localisation de la cellule dans un même tissu, et donc uniquement dans quelques cellules 

déterminées. En effet, bien que le génome soit identique entre les cellules des feuilles et des 

pétales, leur couleur est très différente puisqu’elle est liée à la chlorophylle dans les feuilles 

vertes, et à des pigments colorés dans les pétales. Ce type de panachure se retrouve a ussi bien 

dans le règne animal, comme par exemple les zones blanches et noires chez les pandas ou le col 

blanc des aigles, que dans le règne végétal comme par exemple sur les feuilles de Caladium 

bicolor ou les rayures sur l’écorce des pastèques (Citrullus lanatus) (Marcotrigiano, 1997). Ces 

types de panachures non liés à la lignée cellulaire sont généralement transmis sexuellement, 

mais peuvent également être sensibles à l’environnement ou à l’interaction avec d’autres gènes 

qui peuvent en altérer l’expression (Marcotrigiano, 1997). Ainsi le déterminisme peut être 

monogénique (modèle Mendélien), tel que décrit chez Aglaonema (Henny, 1983), 

Dieffenbachia (Henny, 1982) ou encore Vitis (Reisch et Watson, 1984), ou multigénique, 

comme chez Coleus (Boye, 1941 ; Boye et Rife, 1938). 

Pour les plantes dont la panachure est liée à la lignée cellulaire, à quelques exceptions près, le 

panachage apparaît chez des individus formés de mosaïque génétique, c’est -à-dire des individus 

qui possèdent des cellules de différents génotypes (Marcotrigiano, 1997). Les cellules d’une 

même couleur étant reliées par clonage, chaque couche, striée ou plaque colorée provient d’une 

succession de divisions cellulaires à partir de la cellule d’origine ayant subi la variation de 

couleur. La taille de la strie ou de la plaque va ainsi dépendre du stade où la cellule mutante 

s’exprime et du nombre de divisions cellulaires avant la fin du développement de l’organe  : 

ainsi si une cellule « blanche » s’exprime et se multiplie précocement dans le développement 

foliaire, une large plaque blanche apparaîtra sur la feuille mâture.  

 

 

2. Les causes de la panachure 

 

2.1. Expression différenciée de gènes 

 

C’est la cause la plus commune de panachure naturelle. Le phénotype panaché s’explique par 

l’expression de gènes seulement dans des parties spécifiques d’un organe ou dans des couches 

de cellules déterminées. Bien qu’un organisme multicellulaire soit généralement génétiquement 

homogène, tous ses gènes ne vont pas s’exprimer de la même manière dans tous les organes, 

tissus ou cellules. Par exemple, à l’échelle de l’organe, des pigments de flavonoïdes ou 

d’anthocyanes peuvent être produits uniquement dans les  pétales et non dans les feuilles. A 

l’échelle du tissu, l’épiderme peut également produire un pigment (par exemple dans les cellules 
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de garde des stomates) sans le développer dans le mésophylle. Et enfin à l’échelle cellulaire, 

les cellules du centre du limbe peuvent encore produire un pigment différent de celles des 

marges. Ainsi, le modèle de panachure peut dépendre de signaux de position sur les organes, 

activant des promoteurs particuliers des gènes. C’est le cas de nombreuses plantes panachées 

qui se maintiennent par semis : avec des zones éclaircies chez Aglaonema (Henny, 1983), 

Dieffenbachia (Henny, 1982), Sanseviera trifasciata (Henley et al., 1982), Farfugium 

japonicum (Fig. 18A ; Okuno et al., 2010), ou Codiaeum variegatum (Fig. 18B ; Radice, 2000 

et 2010), ou encore les pastèques qui présentent des rayures sur l’écorce du fruit, les roses qui 

présentent des corolles bicolores, les fleurs de pensées (Viola x wittrockiana, Fig. 18C), ou 

encore l’anneau pourpre sur les feuilles de géranium zonale (Pelargonium x hortorum) 

(Marcotrigiano, 1997). 

 

 

 

Figure 18 : Exemples de panachures causées par une expression différenciée de gènes.  

 (A) Farfugium japonicum ‘Kinkan’, avec une séparation floue et diffuse entre la zone verte et blanche 

(Okuno et al., 2010), (B) Codiaeum variegatum avec des feuilles vertes, veinées de rouge, (C) Viola x 

wittrockiana avec plusieurs couleurs différentes sur les pétales (Crédits photographiques : NoDerog  ; 

AYImages) 

 

 

2.2. Le phénomène des feuilles à cloques 

 

Chez quelques espèces, des tâches argentées ou des stries sur les feuilles apparaissent et forment 

des panachures. C’est un exemple de panachure structurelle causée par des propriétés optiques 

liées à l’anatomie foliaire : sur des régions spécifiques de la feuille, les cellules se séparent de 

celles en-dessous, ce qui peut être décrit comme des cloques, et qui causent une réflexion 

diffuse de la lumière par des espaces d’air juste sous l’épiderme (Vaughn and Wilson, 1981 ; 

Sheue et al., 2012). C’est un modèle de panachure héritable, et un exemple de panachure non 

liée à la lignée cellulaire (Hoch et al., 1980). 

On retrouve ainsi les espèces Pilea cadieri (Fig. 19 ; Vaughn et Wilson, 1981), Pulmonaria 

officinalis, Zebrina pendula, et de nombreux bégonias (Marcotrigiano, 1997 ; Sheue et al., 

2012). 

A B C 
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Figure 19 : Phénomène des feuilles à cloque. 

Exemple de phénomène de feuilles à cloque avec Pilea cadieri (Crédits photographiques : Severga) 

 

 

2.3. Les virus 

 

De nombreux virus (appelés « mosaic-associated virus ») produisent une panachure en 

provoquant des chloroses non-uniformes. Le virus de la mosaïque du Tabac par exemple cause 

un phénotype panaché vert/chlorotique sur les feuilles de nombreuses espèces. Généralement 

les symptômes sont peu attrayants et le virus débilitant (Marcotrigiano, 1997). 

Mais quelques virus, de par la forme et la couleur des symptômes qu’ils provoquent, peuvent 

apporter un intérêt esthétique aux feuilles ou aux pétales, sans nuire gravement à la croissance 

de la plante. Le virus de la mosaïque de l’abutilon cause de beaux modèles de panachure sur les 

feuilles de certaines espèces d’abutilon, comme par exemple des tâches couleur crème sur les 

feuilles d’Abutilon pictum ‘Thompsonii’ pouvant être transmises dans la graine ou par greffage 

(Fig. 20 ; Marcotrigiano, 1997). Chez de nombreuses tulipes, un virus peut ainsi provoquer la 

panachure des pétales, et les fleurs deviennent striées ou rayées (Fulton, 1964). De très 

nombreux types de virus ont ainsi été découverts, par exemple chez Duranta (Ahlawat et Sardar, 

1973), Camellia (Liu et al., 2019), Ficus (Yorganci et Acikgoz, 2019) ou Populus (Von Bargen 

et al., 2020). 

Ces virus peuvent être transmissibles et véhiculés par les insectes ou par multiplication 

végétative (Fulton, 1964 ; Ahlawat et Sardar, 1973 ; Yorganci et Acikgoz, 2019), mais certains 

sont également transmissibles par la reproduction sexuée et véhiculés par le pollen et les graines 

(Liu et al., 2019 ; Von Bargen et al., 2020) provoquant un phénotype panaché sur les plants 

contaminés. 
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Figure 20 : Phénomène des « mosaic-associated virus » 

Exemple de phénomène de panachure liée à un virus avec Abutilon pictum ‘Thompsonii’ (Crédits 

photographiques : Falombini) 

 

 

2.4.  Les mosaïques génétiques 

 

Les mosaïques génétiques sont des plantes ou des animaux dans lesquels les ce llules de 

différents génotypes coexistent dans un seul organisme. Toutes les plantes pérennes, et 

notamment les arbres, pourraient ainsi potentiellement être des mosaïques génétiques du fait de 

l’absence d’un système infaillible pour purger les cellules qu i ont spontanément mutées. Des 

plaques de cellules mutées pourraient ainsi être disséminées partout dans l’organisme sans que 

les différences génétiques soient phénotypiquement perceptibles ou observables, puisque ces 

différences peuvent se situer à des échelles moléculaires ou biochimiques (Marcotrigiano, 

1997). La plupart de ces mutations, si elles ne sont pas phénotypiquement évidentes, peuvent 

ainsi rester inaperçues. Mais dans le cas de différences phénotypiquement perceptibles, c’est 

de cette manière qu’ont pu apparaître de nombreux bourgeons mutants naturels («  bud sport ») 

de grande importance horticole pour leur nouvel attrait esthétique. Ces rameaux mutants ont 

alors pu être maintenus végétativement par des amateurs ou des horticulteurs, et conserv és 

comme de nouveaux cultivars, faisant de ces mutations spontanée une source de création 

variétale naturelle toujours exploitée. 

Les plantes peuvent ainsi devenir des mosaïques suite à des mutations spontanées ou induites 

dans le génome nucléaire, chloroplastique ou mitochondrial, ou par la mobilité naturelle 

d’éléments transposables, le plus souvent liés au développement des chloroplastes, ce qui en 

fait les mécanismes de panachure les plus courants et les plus étudiés.  

Les cellules des zones vertes ont ainsi un génotype sauvage (WT), mais des mutations de gènes 

nucléaires, plastidiques et/ou mitochondriaux peuvent entraîner une défaillance directe ou 

indirecte des plastides dans l’accumulation de pigments photosynthétiques. Il en résulte ainsi 

des secteurs contenant des cellules avec des plastes blancs ou jaunes, produisant 

phénotypiquement une panachure. Les plastes anormaux sont souvent défectueux et hérités de 
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manière non mendélienne, c'est-à-dire maternelle (dans la majorité des angiospermes) ou 

biparentales (Tilney-Bassett 1975 ; Connett, 1987). Dans de nombreux cas, les plastes 

défectueux (et les cellules qui les contiennent) se répliquent normalement, et ségrégent par 

division pour produire des clones de cellules contenant des chloroplastes morpholog iquement 

normaux (WT, secteurs verts) ou anormaux (secteurs blancs ou jaunes) (Kirk et Tilney-Bassett 

1978 ; Hagemann 1986 ; Tilney-Bassett 1986, 1989). 

De nombreuses causes peuvent ainsi être à l’origine d’une mosaïque génétique, comme les 

transposons, des mutations ponctuelles, ou encore le chimérisme. 

 

1.1.1. Les transposons 

 

L'activité des éléments transposables est une source de variabilité phénotypique. Elle est 

génératrice de panachure lorsque l'insertion d'un transposon interrompt un gène nucléaire requis 

pour la biogenèse normale des chloroplastes (secteurs blancs), tandis que son excision 

(silencing) reconstitue l'expression du gène WT (secteurs verts). Ils peuvent également être à 

l’origine de panachure en interférant avec l’expression de gènes responsables de la production 

de pigments (Yu et al., 2007). Les séquences alléliques cibles de ces mobilités d’éléments 

transposables sont appelés allèles mutables et ont été décrits chez le maïs par McClintock 

(1950). Par la suite, de nombreux allèles mutables de gènes importants pour la biogenèse des 

chloroplastes ont été référencés chez le maïs (Langdale et Kidner 1994 ; Hall et al., 1998 ; 

Brutnell et al., 1999 ; Martienssen et al., 1989 ; Settles et al., 2001 ; Schultes et al., 1996), la 

tomate (Keddie et al., 1996 ; Bellaoui et al., 2003), Antirrhinum (Hudson et al., 1993 ; 

Chatterjee et al., 1996), le riz (Fig. 21 ; Fujino et al., 2005 ; Tsugane et al., 2006) ou encore 

Arabidopsis (Klimyuk et al., 1995 ; Wisman et al., 1998 ; Yu et al., 2007). 

 

 

  

Figure 21 : Phénomène de panachure par les éléments transposables.  

Exemple de phénomène de panachure liée au transposon Ndart chez le riz, provoquant des déficiences en 

chlorophylle et un phénotype panaché (Fujino et al., 2005) 
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Les allèles mutables ont également été identifiés dans la panachure des fleurs chez de 

nombreuses espèces, avec par exemple de manière non-exhaustive le soja (Xu et al., 2010), le 

saintpaulia (Sato et al., 2011), le dahlia (Ohno et al., 2011), l’œillet (Nishizaki et al., 2011), la 

belle-de-Nuit (Suzuki et al., 2014) ou encore le pêcher (Uematsu et al., 2014). 

Doodeman et al. (1984), ont ainsi été parmi les premiers à étudier la panachure des fleurs, 

notamment chez des mutants instables de Petunia hybrida, montrant une grande variation dans 

l’intensité de couleur et le degré de « moucheture » de la corolle. Ils ont alors proposé 

l’hypothèse que le locus An1, qui est impliqué dans la synthèse des anthocyanes, est composé 

d’un gène structurel avec un promoteur accolé (région régulatrice). Ce dernier étant muté du 

fait de l’insertion d’un élément transposable (dTph1), la production de pigments d’anthocyanes 

est inhibée et conduit à la formation d’une fleur blanche. Durant le développement de la fleur, 

dTph1 peut s’exciser dans certaines cellules, restaurant alors la synthèse de pigments (Gerats 

et al., 1990). 

Grâce au nombre de génomes séquencés de plus en plus important, on constate que la présence 

d’éléments répétés est très importante dans les génomes. Chez le rosier par exemple, les 

éléments transposables représentent ainsi plus de 35% du génome (Hibrand-Saint Oyant et al., 

2018). 

 

1.1.2. Le phénomène « d’ARN-silencing » ou inactivation de l’ARN  

 

Le phénomène « d’ARN-silencing » englobe un large éventail de phénomènes dans lesquels 

l'expression des gènes est régulée par de petits ARN (miRNA, d’environ 21 -26 nt) produits à 

partir d'ARNs ou de précurseurs d'ARN de la ‘tige-boucle’ (Meins et al., 2005 ; Yu et al., 2007). 

Ces miARNs se fixent aux ARN du gène cible et les orientent vers un processus de dégradation, 

ou induisent la méthylation des gènes cibles. Tous ces mécanismes peuvent produire une 

panachure lorsqu'un gène nucléaire requis pour la biogenèse des chloroplastes est éteint dans 

certaines plages de cellules (Yu et al., 2007). Des exemples sont relevés chez des pétunias 

transgéniques (van der Krol et al., 1988, 1990) ou chez Arabidopsis (Fig. 22 ; Hsieh et 

Goodman, 2005). 
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Figure 22 : Phénomène de panachure par « l’ARN-silencing ». 

Exemple de phénomène de panachure chez un Arabidopsis mutant IspH (Hsieh et Goodman, 2005) 

 

 

1.1.3. Les plastomes mutators 

 

Les plastome mutators sont des gènes nucléaires qui provoquent des mutations dans l'ADN des 

chloroplastes (Tilney-Bassett, 1975 ; Börner et Sears, 1986). Ces gènes impliqués dans la 

réplication ou la réparation de l’ADN chloroplastique seraient responsables de ces mutations 

dans certains cas (homozygotie et/ou effets environnementaux tel que les dommages induits par 

les UV, Sears et Sokalski, 1991). Par exemple, chez Oenothera, un plastome mutator provoque 

des insertions et des délétions dans les gènes de plastes provoquant des panachures au niveau 

de la feuille (Chang et al., 1996 ; Stoike et Sears 1998 ; GuhaMajumdar et al., 2004). Les « 

cellules mixtes » (hétéroplasmiques) contiennent à la fois des plastes avec des génomes 

plastidiaux (plastomes) normaux et mutants (sous l’effet des plastomes mutators). Lors de la 

multiplication et de la ségrégation de ces cellules, les plastes peuvent se répartir aléatoirement 

et générer des lignées cellulaires contenant majoritairement des plastes mutés (clones 

homoplasmiques caractérisés par des zones blanches de la feuille) et des zones vertes issues de 

cellules à plastes non mutés (Yu et al., 2007).  

Chez le maïs, les phénotypes des mutants cps1 et cps2 entraînent des déficiences de traduction 

d’ARN chloroplastique provoquant ainsi des déficits photosynthétiques (Barkan, 1993).  

 

1.1.4. Les mutations du plastome 

 

Des mutations spontanées dans le plastome peuvent également survenir naturellement ou après 

un traitement avec divers mutagènes chimiques (Tilney-Bassett 1975 ; Börner et Sears, 1986 ; 

GuhaMajumdar et al., 2004). Les mutants de plastome peuvent également être produits par 

transformation génétique de chloroplastes (Maliga, 2004). La mutation peut apparaître dans une 

seule cellule hétéroplasmique, mais comme avec les plastomes mutators, les divisions et 

ségrégations issues de cette cellule originelle peuvent former des zones de clones 

homoplasmiques et être responsables de zonage de panachure. Ces mutations se reconnaissant 
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ainsi typiquement par des zones pâles ou blanches dans le feuillage des plantes panachées. Les 

mutants de plastome continuent ainsi de jouer un rôle important dans l’étude des lois 

d’héritabilité non-Mendélienne, l’expression des gènes chloroplastiques et la photosynthèse 

(Greiner et al., 2011 ; Massouh et al., 2016). Par exemple chez Oenothera, une mutation 

naturelle dans l’ADN chloroplastique provoque des chloroplastes défectueux entremêlés avec 

des chloroplastes sains dans la plupart des cellules des tissus du mésophylle, puis une 

ségrégation complète peut mener à des zones homoplastiquement blanches et vertes (Fig. 23 ; 

Massouh et al., 2016). 

 

 

 

Figure 23 : Phénomène de panachure par mutation du plastome. 

Exemple de phénomène de panachure avec un mutant naturel chloroplastique d’ Oenothera avec une 

ségrégation complète générant des zones homoplastiquement blanches (mutées) et vertes (sauvages) 

(Massouh et al., 2016). 

 

 

1.1.5. Les mutations du génome mitochondrial 

 

Certaines mutations du génome mitochondrial (mt) provoquent une panachure comme 

conséquence secondaire de mitochondries défectueuses. En effet, le défaut mitochondrial 

entraîne des lésions dans la biogenèse ou l'entretien du chloroplaste, générant des plastes blancs 

ou jaunes (Yu et al., 2007). Des exemples de plants panachés ont été relevés sur des mutants de 

maïs non chromosomiques (NCS : nonchromosomal stripe) (Fig. 24A ; Newton et Coe, 1986 ; 

Newton et al., 1990 ; Roussell, 1991 ; Gu et al., 1993). Ces mutants ont des phénotypes de 

croissance anormaux et sont hétéroplasmiques pour les ADNmt (présence de mitochondries 

mutants et normaux dans une même cellule). Au cours du développement, les mitochondries 

défectueuses se trient dans le processus de division cellulaire pour former des zones différentes 

sur les feuilles ; issues de cellules homoplasmiques contenant des ADNmt normaux (zones 

vertes) ou issues de cellules contenant des ADNmt mutés (zones blanches) . Des mutations de 

type NCS se trouvent dans d'autres espèces, comme le tabac (Fig. 24B ; Bonnett et al., 1993 ; 
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Gutierres et al., 1997), Arabidopsis (Sakamoto et al., 1996), ou encore la tomate (Bonnema et 

al., 1995). 

En outre, chez Arabidopsis, une mutation au locus de CHM (chloroplast mutator) affecte en 

réalité l'expression d’un gène mitochondrial, entraînant l’apparition d’un phénotype panaché 

(Martinez-Zapater, 1992 ; Sakamoto, 1996). 

 

 

  
Figure 24 : Phénomène de panachure par mutation du génome mitochondrial.  

Exemple de phénomène de panachure avec des mutants mitochondriaux chez (A) le Tabac ( Bonnett et al., 

1993) et (B) le Maïs (Newton et al., 1990). A gauche, une feuille mutée et panachée, à droite une feuille 

normale. 

 

 

1.1.6. L’incompatibilité entre le plastide et le nucléus  

 

Une co-évolution existe entre les génomes nucléaires et plastidiques. Mais des hybrides 

interspécifiques ou intergénériques entre les plastides et  les noyaux peuvent être obtenus par 

reproduction, introgression ou par fusion de protoplastes (Greiner et al., 2011). Mais même 

entre des espèces étroitement apparentées, des échanges interspécifiques entre les plastes et les 

noyaux peuvent entraîner de graves problèmes de perturbations du développement de l’hybride 

plastome-génome obtenu, avec dans les cas extrêmes une létalité (Stubbe, 1989 ; Greiner et al., 

2011). Et dans une moindre mesure, les aberrations développementales affectent un assez grand 

nombre de processus, tels que la reproduction sexuée, la morphologie des feuilles, les 

mécanismes photosynthétiques (Stubbe, 1989 ; Greiner et al., 2011). L’incompatibilité 

plastome-génome peut provoquer, entre autres, une stérilité hybride ou une non-viabilité 

hybride, et un blanchiment avec une panachure pâle. Elle reflète une interaction 

dysfonctionnelle entre les différents compartiments génétiques de la cellule. Contrairement aux 

mutations nucléaires et plastidiques affectant l'organite, il s'agit d'un phénomène réversible. Un 

plaste étranger dysfonctionnel reverdira s'il est recombiné avec son génome natif (Greiner et 

al., 2011). 

A B 
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Un exemple bien connu de ce phénomène est Oenothera où chaque espèce se distingue par un 

certain « type plastidique » et « type nucléaire », et une incompatibilité entre ces différents 

types se produit lorsqu'elles sont combinées dans de nouvelles combinaisons lors de 

croisements interspécifiques (Stubbe, 1989). L'incompatibilité provoque des troubles du 

développement avec des carences en pigments et une inhibition de la reproduction des plastes 

et des cellules (Yu et al., 2007). Des plants hybrides chez Pelargonium (entre P. inquinans et 

P. zonale) ont montré des phénotypes panachés, probablement dus à une incompatibilité 

génétique entre les chloroplastes d’un des parents avec le génome nucléaire hybride, menant 

ainsi à un développement dégradé du chloroplaste et une déficience en chlorophylle (Fig. 25 ; 

Metzlaff 1982 ; Weihe et al. 2009). Des résultats similaires ont également été révélés dans des 

croisements intergénériques entre Menziesia et Rhododendron, et interspécifiques entre 

Rhododendron (Kita et al., 2005), ou encore entre accessions de la même espèce chez le pois 

(Bogdanova et al., 2009). 

 

 

 

Figure 25 : Phénomène de panachure par incompatibilité entre le plastide et le nucléus.  

Exemple de phénomène de panachure chez Pelargonium inquinans x zonale présentant une incompatibilité 

génétique entre les chloroplastes d’un des parents et le génome nucléaire hybride, bp : secteur avec 

chloroplastes maternels et paternels (biparentaux), m : secteur avec chloroplastes maternels incompatibles 

avec le nucléus (Weihe et al., 2009). 

 

 

1.1.7. Les chimères 

 

Une plante chimérique est un type spécifique de mosaïque génétique dans laquelle les cellules 

génétiquement dissemblables sont présentes dans le méristème apical caulinaire et forment le 

corps de la plante (Marcotrigiano, 1997). 

 

Un état chimérique est dépendant de l’arrangement de cellules génétiquement dissemblables 

dans l’apex caulinaire. En effet, les méristèmes ayant un développement spécifique, de strictes 
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divisions anticlines dans les couches les plus externes donnent naissance à un méristème 

stratifié en plusieurs couches, avec une organisation en « tunica-corpus » avec une ou plusieurs 

couches, ou tuniques, qui se forment autour d’un corpus (Marcotrigiano, 1997). De telles 

divisions empêchent, en théorie, les cellules d’une couche d’envahir les autres. Ainsi, alors que 

les cellules dans le corpus se divisent dans tous les plans (divisions périclines), celles des 

couches externes présentent des divisions anticlines, maintenant une distinction entre les 

couches (Fig. 26). Les angiospermes ont ainsi 2 ou 3 couches de cellules bien distinctes. Dans 

la plupart des dicotylédones, il y a 3 couches de cellules qui restent indépendantes les unes des 

autres (Tilney-Basset, 1986), alors que chez les monocotylédones, des méristèmes à 2 couches 

peuvent apparaître, comme par exemple chez Chlorophytum elatum, une Asparagaceae 

(Stewart et Dermen, 1979 ; Marcotrigiano, 1997). Enfin, les Gymnospermes ne présentent quant 

à eux que 2 couches dont 1 seule pour la tunique (Popham, 1951). 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Organisation et contribution des couches du méristème dans les tissus foliaires.  

Schématisation de (A) l’organisation d’un méristème en «  tunica-corpus », et (B) de la contribution des 

différentes couches du méristème dans le développement des tissus foliaires.  

 

 

Le chimérisme des méristèmes ne pourra cependant être facilement identifié que s’il induit une 

divergence de caractères phénotypiques. Cependant, bien que l’hétérogénéité provienne des 

différentes couches du méristème, il est rarement possible de déterminer si une plante est 

chimérique par l’observation microscopique du méristème. C’est ainsi par les organes dérivés 

des méristèmes plutôt que par les méristèmes eux-mêmes, que les caractères phénotypiquement 

évidents sont généralement exprimés. C’est donc par l’observation phénotypique et 

A 
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histologique des organes que le statut chimérique d’une plante peut être déterminé. Il existe 

également des cytochimères, c’est-à-dire des chimères dans lesquelles les différentes couches 

du méristème possèdent différents niveaux de ploïdie (Satina et al., 1940). Ces types de 

chimères sont plus aisées à définir par l’observation microscopique des méristèmes via des 

coupes longitudinales car la taille des cellules apicales est souvent plus importante du fait de 

l’augmentation de la ploïdie (Stewart et al., 1972 ; Roux et al., 2001). 

 

Trois types sont ainsi définies par l’arrangement des couches génétiquement différentes  : les 

chimères périclines, mériclines et sectorielles (Fig. 27). 

 

 

 

Figure 27 : Les différents types de chimères.  

Les différents types de chimères : (A) Péricline, lorsqu’une ou plusieurs couches de cellules du méristème 

sont intégralement distinctes des autres génétiquement, (B) Méricline, quand une fraction d’une (ou de 

plusieurs) couche de cellules du méristème est distinctes des autres génétiquement, et que cette différence 

ne s’étend pas à l’intégralité de la couche en question, (C) Sectorielle, lorsqu’un « coin », un secteur, de 

tissu génétiquement identique est présent dans toutes les couches apicales (d’après Frank et Chitwood, 

2016) 

 

 

Les chimères périclines sont des chimères dans lesquelles une ou plusieurs couches de cellules 

du méristème sont intégralement et génétiquement distinctes des autres (Fig. 27A). Cette 

structure est possible grâce à l’organisation du méristème en «  tunica-corpus » qui maintient 

les plans de division ordonnés avec des couches de cellules indépendantes (Marcotrigiano, 

1997 ; Frank et Chitwood, 2016). Pour les chimères périclines en 3 couches (2 tuniques et un 
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corpus), il y a alors 6 arrangements possibles avec 2 génotypes différents. On obtient ainsi avec 

l’ordre des couches L1-L2-L3 (des couches externes vers le corpus) et les génotypes G et W 

(pour Green et White par exemple selon la pigmentation des chloroplastes), les arrangements 

possibles suivants : GWW, WGG, GGW, WWG, GWG, WGW (Marcotrigiano, 1997). 

Les chimères mériclines se révèlent quand une fraction d’une (ou de plusieurs) couche de 

cellules du méristème est génétiquement distincte des autres, et que cette différence ne s’étend 

pas à l’intégralité de la couche en question (Fig. 27B). Puisque la taille de la fraction ainsi que 

sa position sont variables, il y a une infinité d’arrangements possible pour les chimères 

mériclines. Les chimères mériclines sont instables, et les bourgeons axillaires de ces chimères 

tendent également à revenir au génotype d’origine ou à évoluer vers le stade des chimères 

périclines (Marcotrigiano, 1997 ; Frank et Chitwood, 2016). 

Avec les chimères sectorielles (Fig. 27C), un secteur, de tissu génétiquement identique est 

présent dans toutes les couches apicales. Les chimères sectorielles sont difficiles à identifier 

car dans la plupart des cas, le phénotype de cellules phénotypiquement unique n’est pas 

perceptible dans les 3 couches de cellules. De plus, puisque les cellules dans une couche tendent 

à « sortir » de leur plan de division anticlinal vers les cellules des autres couches à mesure que 

la division cellulaire se déroule, des secteurs bien définis ne persistent que rarement. A terme, 

les chimères sectorielles tendent à revenir au génotype d’origine ou à évoluer vers le stade des 

chimères périclines (Marcotrigiano, 1997 ; Frank et Chitwood, 2016). 

 

La forme la plus commune des plantes chimériques est une chimère péricline plastidiale verte 

et blanche due à une ou plusieurs couches présentant un développement anormal des 

chloroplastes. Ces derniers apportant la couleur verte des tissus végétaux, il en résulte des 

panachures avec des zones blanches. Cependant, le modèle de panachure peut varier en fonction 

des couches affectées.  

En effet, le développement des organes et de la plante en général est intimement lié à la 

formation et la disposition des couches du méristème. Chaque couche de cellules du méristème 

apical présente une contribution déterminée dans le développement des organes, et donc de la 

feuille et son limbe (même si quelques variations sont possibles). Ainsi, dans la plupart des 

dicotylédones, la couche la plus externe (L1) va uniquement fournir l’épiderme de la feuille, la 

seconde couche (L2) va se développer en parenchyme palissadique ainsi qu’en parenchyme 

lacuneux des bordures de la feuille, et enfin la couche la plus interne (L3) va contribuer aux 

couches moyennes et supérieures du parenchyme spongieux, mais n’intervient pas dans les 

bordures de la feuille (Burk et al., 1964 ; Stewart et Dermen, 1979 ; McHalle et Marcotrigiano, 

1998 ; Fig. 26B). 
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Ce phénomène de chimérisme et les différents agencements de couches possibles peuvent ainsi 

être à l’origine de nombreuses teintes de pigmentation différentes.  

Par exemple, avec la couche L1 la plus externe, à l’exception des cellules de garde, et  des 

trichomes chez certaines plantes, les chloroplastes ne sont généralement pas présents dans les 

cellules épidermiques. Ainsi, alors qu’une plante en WWW va présenter un phénotype blanc, 

les chimères en GWW, de par leur faible teneur en chlorophylle uniquement présente dans les 

cellules de garde des stomates, peuvent présenter un phénotype jaune en cas de forte densité de 

stomates (Tableau 2). Il en résulte également que les feuilles d’une plante chimérique en WGG 

présentent l’apparence homogène d’un vert normal. Cependant, c’est par l’observation 

microscopique des cellules de garde que la présence de chlorophylle dans les stomates, et donc 

le phénotype de la couche L1, peut être déterminé plus fidèlement (Stewart et Dermen, 1979 ; 

Marcotrigiano, 1997). 
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Tableau 2 : Schématisation des phénotypes foliaires possibles pour une chimère péricline et selon la 

structure chimérique. 

Schématisation du phénotype foliaire possible en fonction du nombre de couches du méristème, de la 

contribution de la couche L1 dans le développement de la feuille et de l’ordre d’agencement et du phénotype 

des couches. G (Green) : couche verte avec un développement conforme des chloroplastes, W (White) : 

couche blanche avec une déficience en chloroplastes. D’autres combinaisons peuvent s’ajouter si l’on 

considère également les variations de contribution des couches L2 et L3 dans le développement du 

mésophylle (d’après Stewart et Dermen, 1979 ; Marcotrigiano, 1997) 

 

 
Couche L1 contribuant uniquement à 

l’épiderme 

Couche L1 contribuant à l’épiderme ET au 

mésophylle des bordures 

Plantes 

en 3 

couches 

 

 

 

 

Plantes 

en 2 

couches 

 

 

 

 

 

 

Même si la contribution de chaque couche apicale est généralement constante dans la plante, 

elle peut être variable d’une espèce à l’autre ou d’un cultivar à l’autre (Tableau 2). De nombreux 

facteurs influencent leur développement et cela détermine le phénotype foliaire chez les plantes 

panachées (Marcotrigiano, 1997). Chez certaines Rosaceae comme le Pêcher par exemple, les 

marges sont généralement formées d’un épiderme dérivant de L1, les différentes couches du 



Partie 1.     Synthèse bibliographique 

72 

mésophylle dérivent de L2 et donc L3 n’apparaît généralement que dans la nervure centrale et 

n’apporte pas de contributions pour le développement du limbe foliaire (Dermen et Stewart, 

1973). Ce phénomène peut être observé également chez plusieurs monocotylédones comme 

Dracaena deremensis et Dracaena sanderiana, avec une contribution de L1 dans le mésophylle 

des bordures, une zone intermédiaire avec un mésophylle issu uniquement de L2, et une zone 

centrale du limbe issue des couches L2 et L3 (Stewart et Dermen, 1979). De même, chez de 

nombreuses monocotylédones, il peut parfois n’y avoir que 2 couches dans le méristème, et les 

dérivées de L1 peuvent se diviser périclinalement pour former l’intégralité des bordures des 

feuilles (Dermen et Stewart, 1973). Ainsi, une panachure des feuilles de monocotylédones à 2 

couches est possible, avec une bordure blanche dérivée de L1 sur une feuille verte (W-G) ou 

réciproquement, être blanche bordée de vert (G-W) (Marcotrigiano, 1997). 

 

Les chimères peuvent ainsi avoir plusieurs origines, notamment : 

- Des changements génétiques spontanés dans le génome nucléaire ou chloroplastique 

dans les cellules initiales du méristème. Leurs divisions générant ensuite une 

ségrégation dans les différentes couches du méristème (Marcotrigiano, 1997). 

- Des changements génétiques induits dans le génome nucléaire ou chloroplastique. De 

nombreuses variétés panachées ont ainsi été créées artificiellement par mutagénèse dans 

la filière ornementale (Datta et Teixeira da Silva, 2006). 

- Des chimères induites par greffage : la première référence à une chimère remontant à 

1674 quand un jardinier italien observa un rejet atypique partant du point de greffe entre 

Citrus aurantium et C. medica (Frank et Chitwood, 2016). Par la suite, des protocoles 

ont été mis en place pour induire la formation de chimères interspécifiques entre 

Solanum nigrum et Lycopersicon esculentum, ou d’autres espèces de la famille des 

Solanacées (Neilson-Jones, 1969), des Brassica (Noguchi et al., 1992), ou encore entre 

variétés de Brassica oleracea (Hirata et al., 1990). 

- La semigamie, phénomène rare causé par une fécondation anormale où le nucléus male 

pénètre le gamète femelle mais ne fusionne pas avec son nucléus. Les nucléi mâles et 

femelles se divisent indépendamment, formant un embryon chimérique avec des parties 

de tissus d’origine maternel ou paternel (Turcotte et Feaster, 1967). 

- La régénération à partir de cultures cellulaires contenant plusieurs génotypes. Ce 

phénomène peut être observé soit après des mutations somaclonales spontanées de 

certains tissus, soit de manière intentionnelle grâce à des co-cultures de plusieurs 

explants végétaux (Carlson et Chaleff, 1975), des mélanges de suspensions cellulaires 

(Marcotrigiano et Gouin, 1984), des co-cultures de protoplastes (Binding et al., 1987), 

ou encore après un protocole de microgreffage in vitro (Hirata et al., 1990 ; Noguchi et 

al., 1992 ; Chen et al., 2006). 
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Les chimères se forment ainsi quand différents génotypes apparaissent dans des couches de 

cellules apicales indépendantes. Cependant, lorsque cela apporte une panachure, cette dernière 

n’est pas typique de l’espèce et ne joue pas un rôle naturel dans le camouflage ou la 

pollinisation. Ainsi, les chimères ne sont pas favorisées pour persister si elles apparaissent 

spontanément. D’une part, elles ne peuvent être propagées par semis (les gamètes étant issus 

presque exclusivement de la couche L2, Marcotrigiano et Bernatzky, 1995 ; Bae et al., 2000), 

d’autre part elles ont souvent un désavantage sélectif avec une vigueur et un développement 

moins important. En effet, dans le cas des chimères plastidiales qui présentent une déficience 

en chloroplastes, du fait de la réduction de leurs capacités photosynthétiques elles présentent 

alors un taux de croissance amoindri par rapport aux plants non-panachés (Sheue et al., 2012). 

 

 

2.5. Les plants panachés avec un génome uniforme : le cas des allèles homozygotes 

récessifs et des régulations épigénétiques 

 

2.5.1. Le cas des allèles homozygotes récessifs 

 

Dans cette catégorie de panachure, toutes les cellules de l’individu ont le même génotype 

uniforme, mais le phénotype mutant ne s’exprime que dans certains groupes de cellules 

(secteurs blancs). Ces panachures sont provoquées par l’expression de gènes nucléaires 

récessifs. 

Ainsi, chez le maïs, le gène iojap est un exemple de gène nucléaire récessif qui, chez les plantes 

homozygotes (ij/ij), cause des feuilles pointillées et rayées vertes et blanches (Fig. 28). Ce gène 

code pour un composant de la sous-unité 50S du ribosome plastidique et perturbe le 

développement de nombreux plastes (Coe et al. 1988). Son rôle exact dans l'assemblage ou la 

fonction des ribosomes est encore inconnu (Wanschers et al., 2012 ; Li et al., 2019).  

Les mutants connus Saskatoon et Albostrians d'orge sont d'autres exemples de mutants à rayures 

qui manquent de ribosomes plastidiale 70S du fait de mutations dans des gènes nucléaires 

(Börner et Sears 1986 ; Hess et al., 1994 ; Yaronskaya et al., 2003).  

Le mutant Albostrians a été sélectionné dans les années 50 après irradiation aux rayons X d’un 

cultivar d’orge. Le phénotype est contrôlé par un seul gène nucléaire récessif qui présente une 

pénétrance incomplète puisque sa descendance se répartie en individus verts, panachés, et 

albinos dans un rapport de 1:8:1 (Hagemann et Scholz, 1962). Cependant, l'élucidation du 

mécanisme conduisant à la spécificité des phénotypes albostrians de la panachure a également 

été entravé par le fait que le gène causal sous-jacent était inconnu (Li et al., 2019). 

Les gènes iojap et Albostrians étaient décrits à l'origine comme des plastomes mutators, parce 

que le phénotype albinos induit par les gènes nucléaires présentait un héritage maternel stable 

(Hagemann et Scholz, 1962). Cette hypothèse était à l'origine étayée par la découverte de 
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cellules hétéroplasmiques (Knoth et Hagemann, 1977 ; Li et al., 2019). Cette hypothèse a été 

rejetée car i) les tissus des feuilles albinotiques présentaient des plastes déficients en ribosomes 

(Börner et al., 1976 ; Walbot et Coe, 1979 ; Börner et Hess, 1993 ) et ii) l’ADN chloroplastique 

était identique entre les tissus verts et albinos (Hess et al., 1993 ; Zhelyazkova et al., 2012). 

Ainsi, ces gènes ne semblent pas affecter l’ADN chloroplastique, mais plutôt l'assemblage, 

l'entretien et/ou à la fonction du ribosome (Li et al., 2019). 

 

 

 

Figure 28 : Phénomène de panachure lié à un allèle nucléaire récessif.  

Exemple de phénomène de panachure chez le Maïs mutant iojap, provoquant des feuilles striées vertes et 

blanches (Coe et al., 1988). 

 

 

2.5.2. La cause épigénétique 

 

Une épimutation hétérogène dans une plante, comme une variation de la méthylation de l'ADN, 

peut également conduire à une expression variable de gènes et à un phénotype panaché (Cubas 

et al. 1999). La cause épigénétique est à distinguer ici de l’expression di fférenciée de gènes 

précédemment décrite, dans le sens où cette dernière présente une panachure «  modélisable » 

avec une régulation dépendant de la position des cellules sur les organes (même si l’expression 

différenciée de gènes reste au moins en partie liée à des mécanismes épigénétiques). La cause 

épigénétique que nous décrivons à présent, concerne une expression variable de gènes menant 

le plus souvent à une panachure des feuilles ou des pétales sous forme de stries ou rayures 

irrégulières et donc « non-modélisable ». 
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Figure 29 : Exemples de panachures liées à une cause épigénétique. 

Cas de panachures liées à une cause épigénétique : (A) Une pomme ‘HoneyCrisp’ avec des niveaux de 

méthylation différenciés à l’origine des bandes rouges et jaune/vertes (Telias et al., 2011 ; 

Crédits photographiques : OliverChilds), (B) Clivia miniata ‘Variegata’ présentant une différence dans le taux 

de méthylation entre les zones blanches et vertes (Wang et al., 2016 ; Crédits photographiques : Marilyn 

Paskert), C) Les trois phénotypes obtenus avec Agave angustifolia en culture in vitro, G = Green (phénotype 

vert), V = Variegated (phénotype panaché), A = Albinos (phénotype albinos) (Duarte-Ake et al., 2016) 

 

 

Ainsi, chez certaines variétés de pomme, des niveaux de méthylation différenciés du promoteur 

MYB10 (responsable de l’accumulation d’anthocyanes) dans les bandes rouges et jaunes/vertes 

du fruit expliquent le phénotype rayé (Fig. 29A ; Telias et al., 2011). De plus, il a été rapporté 

que les motifs rayés de l'accumulation d'anthocyanes dans le maïs étaient dus à la méthylation 

différentielle de l'ADN dans la région non-codante 3’ de Pl-Bh (Cocciolone et Cone, 1993). 

Plus récemment, une cause épigénétique de la panachure foliaire fut relevée sur Clivia miniata 

(Fig. 29B) par Wang et al. (2016). Les feuilles vertes striées de blanc sont dues à des 

diminutions sectorielles de chlorophylle et ces baisses sont liées à une hyperméthylation CG 

A B 

C 
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induite par des facteurs environnementaux. Enfin, il a été rapporté une instabilité phénotypique 

lors de la micropropagation chez Agave angustifolia (Fig. 29C), générant au fur et à mesure des 

cycles de repiquage, de plus en plus de plants panachés (vert et blanc), puis intégralement 

albinos (Duarte-Ake et al., 2016). Des analyses épigénétiques ont révélé une augmentation de 

méthylation au cours des repiquages, corrélée avec l’apparition de nouvelles pousses panachées 

ou albinos. Les auteurs ont proposé la notion de « mémoire épigénétique de stress » pendant la 

culture in vitro, favorisant la génération de pousses panachées et albinos (Avramova, 2015 ; 

Duarte-Ake et al., 2016). 

 

 

3. Les avantages évolutifs de la panachure 

 

Plusieurs avantages physiologiques potentiels de la panachure ont été proposés chez les plantes. 

Ces avantages concernent particulièrement le cas des panachures liées à une expression 

différenciée des gènes. 

La panachure foliaire est ainsi impliquée dans de nombreux phénomènes de défense contre 

l’herbivorie, incluant des colorations aposématiques (Lev-Yadun, 2009, 2015, 2017 ; 

Mwafongo et al., 2017), du mimétisme de plantes mortes ou infestées par des insectes (Fig. 

30A et 30C; Smith, 1984 ; Soltau et al., 2009 ; Lev-Yadun, 2009 ; Yamazaki, 2010), œufs 

d’insectes (Williams et Gilbert, 1981 ; Lev-Yadun, 2013), ou champignons (Lev-Yadun, 2015), 

du mimétisme de déjections animales (Yamasaki, 2010), de latex toxique et collant (Lev-Yadun, 

2014), ou encore d’autres insectes ou animaux (Lev-Yadun et Inbar, 2002 ; Aviezer et Lev-

Yadun, 2014 ; Yamazaki, 2016). La panachure peut également servir de camouflage (Fig. 30B ; 

Givnish, 1990 ; Lev-Yadun, 2013, 2015 ; La Rocca et al., 2014), ou provoquer des phénomènes 

d’éblouissements perturbant les grands prédateurs pour mordre la feuille et pour les insectes 

pour atterrir (Fig. 30D ; Lev-Yadun, 2014). Des protections contre les facteurs biotiques comme 

les attaques fongiques ont également été mis en évidence, notamment par l’accumulation 

d’anthocyanes (Coley et Aide, 1989). 

 

D’autres avantages ont également été révélés sur la protection des plantes contre des facteurs 

abiotiques par la production d’anthocyanes contre les radiations ultraviolettes (Hoch et al., 

2001 ; Mwafongo et al., 2017), ou les basses températures (Oren-Shamir et Levi-Nissim, 1997). 

Des études récentes ont également révélé que sous de basses températures, les tissus blancs des 

feuilles panachées étaient significativement plus chauds que les tissus verts, conférant une 

tolérance supérieure au stress au froid (Shelef et al., 2019 ; Zhang et al., 2019). 
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Figure 30 : Exemples de panachures présentant un avantage évolutif.  

Avantage évolutif (A) de camouflage chez Erythronium denscanis (Crédits photographiques : Stefan Cherrug), 

(B) de mimétisme d’insectes pour limiter les infections futures chez Paspalum paspaloides (Crédits 

photographiques : Sue Carnahan), (C) de mimétisme d’infection du feuillage par des insectes pour limiter de 

nouvelles infections chez Caladium steudneriifolium (Soltau et al., 2009), et (D) par un phénomène 

d’éblouissement des prédateurs chez Silybum marianum (Lev-Yadun, 2014) 

 

 

4. La multiplication et la stabilité du phénotype des plantes panachées 

 

Pour leur floraison ou feuillage particulièrement esthétique, de nombreuses plantes panachées 

sont multipliées dans un but de commercialisation. 

Les taux de conformité par rapport au phénotype d’origine et panaché sont cependant très 

dépendants de la cause de la panachure et du type de multiplication mis en œuvre (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Exemples de taux de conformité obtenus en fonction de la cause de la panachure et du type 

de multiplication utilisé. 

ES : Embryogénèse Somatique ; OA : Organogénèse Adventive ; Culture de vitroplants : repiquage de 

pousses in vitro dont l’objectif est de favoriser la ramification des axillaires (« axillary branching »), mais 

dont le développement de méristèmes adventifs reste possible. 

 

Cause de la 

Panachure 

Espèce Type de 

Multiplication 

Taux de conformité 

obtenu 

Références  

Expression 

différenciée de 

gènes 

Aglaonema spp. Sexuée 100% Henny, 1986 

Sanseviera trifasciata Bouturage 100% Henley et al., 1982 

Saintpaulia ionantha OA directe 100% Peary et al., 1988 

Aglaonema spp. OA directe 100% Yeh et al., 2007 

Farfugium japonicum OA directe 100% Okuno et al., 2010 

Dracaena surculosa OA indirecte 100% Liu et al., 2010 

Codiaeum variegatum OA et ES 100% Radice 2000, 2010 

Epigénétique Clivia miniata Sexuée 3 phénotypes obtenus : 

vert, albinos et panachés, 

non-mendélien 

Wang et al., 2016 

Clivia miniata Culture de 

vitroplants 

3 phénotypes obtenus : 

vert, albinos et panachés 

Wang et al., 2016 

Agave angustifolia Culture de 

vitroplants 

3 phénotypes obtenus : 

vert, albinos et panachés 

Duarte-Aké et al., 

2016 

Chimérisme Nicotiana tabacum Sexuée 0% Bae et al., 2000 

Phalaenopsis x Sexuée 0,07% Mursyanti et al., 

2016 

Cordyline australis Bouturage 100% Duncalf, 2014 

Ajuga reptans OA directe Faible Lineberger et 

Wanstreet, 1983 

Saintpaulia ionantha OA directe 10,22% Lineberger et 

Druckenbrod, 1985 

Nicotiana tabacum OA directe 7,75% Marcotrigiano, 1986 

Rhododendron x 

limbatum 

OA directe 0% Pogany et 

Lineberger, 1990 

Saintpaulia ionantha OA directe 33% Paek et Hahn, 1999 

Farfugium japonicum OA directe 0% Okuno et al., 2010 

Cryptanthus spp. OA indirecte 0% Koh et Davies, 1997 

Liriope muscari OA indirecte 0% Amory et Gil, 1999 

Ajuga reptans Culture de 

vitroplants 

100% Lineberger et 

Wanstreet, 1983 

Yucca elephantipes Culture de 

vitroplants 

100% Pierik et Steegmans, 

1983 

Rhododendron x 

limbatum 

Culture de 

vitroplants 

6 à 50% Pogany et 

Lineberger, 1990 

Phalaenopsis x Culture de 

vitroplants 

100% Mursyanti et al., 

2016 
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Les panachures liées à une expression différenciée de gène, de même que les plantes à feuilles 

à cloques, sont reconnues pour être particulièrement stables (Marcotrigiano, 1997). Une 

stabilité optimale est obtenue, que ce soit par reproduction sexuée comme chez Aglaonema 

(Henny, 1986), par bouturage chez Sanseviera (Henley et al., 1982), ou encore par 

micropropagation par organogénèse adventive directe chez Aglaonema, Saintpaulia ou 

Farfugium (Peary et al., 1988 ; Yeh et al., 2007 ; Okuno et al., 2010), ou même indirecte en 

passant par une phase intermédiaire de cal chez Dracaena (Liu et al., 2010), ou encore enfin 

par embryogénèse somatique comme chez Codiaeum (Radice, 2000 ; Radice 2010). 

 

Certaines espèces présentent également un feuillage panaché lié à une contamination par des 

virus (appelés « mosaic-associated virus ») comme par exemple, les feuilles d’Abutilon. Ces 

virus peuvent être transmissibles et véhiculés par les insectes ou par multiplication végétative 

(Marcotrigiano, 1997 ; Yorganci et Acikgoz, 2019), ou encore par reproduction sexuée et 

véhiculés par le pollen et les graines (Liu et al., 2019 ; Von Bargen et al., 2020) provoquant un 

phénotype panaché sur les plants contaminés et permettant une production aisée de plants 

conformes. 

 

Dans le cadre d’une cause épigénétique de la panachure, la stabilité du caractère et sa 

transmission sont très aléatoires, que ce soit par reproduction sexuée ou par culture de 

vitroplants comme par exemple chez Clivia (Wang et al., 2016) ou Agave (Duarte-Aké et al., 

2016). D’infimes pressions environnementales hétérogènes peuvent provoquer des différences 

de méthylation de l’ADN, entraînant des variations phénotypiques sous forme  de stries ou de 

plaques. Des plants panachés peuvent ainsi être obtenus, mais un travail de sélection est 

nécessaire pour écarter les plants non-commercialisables (non conformes, non panachés ou 

albinos). 

 

Dans le cadre de plantes chimériques, et plus particulièrement des chimères périclines, les taux 

de conformité obtenus sont très dépendants du type de propagation utilisé  et de l’origine de la 

multiplication. 

Du fait d’une organisation du méristème en «  tunica-corpus », le méristème est stratifié en 

plusieurs couches indépendantes avec différentes contributions dans le développement et la 

mise en place des tissus foliaires (Marcotrigiano, 1997). Il en résulte qu’outre la couche L1 qui 

contribue à la mise en place de l’épiderme, les tissus internes se déve loppent indépendamment 

en fonction des couches L2 et L3. Les taux de transmission de la panachure par voie sexuée 

sont ainsi extrêmement rares, puisqu’en général seule la couche L2 contribue à la formation des 

gamètes, rendant très peu probable la propagation de plantes chimériques par les semences 

(Marcotrigiano, 1997 ; Bae et al., 2000 ; Mursyanti et al., 2016). Des phénomènes de semigamie 



Partie 1.     Synthèse bibliographique 

80 

extrêmement rares peuvent cependant apparaître et être à l’origine de nouvelles chimères 

(Turcotte et Feaster, 1967). 

En revanche, le bouturage de plantes chimériques à partir de tiges est reconnu comme étant très 

stable, puisque les méristèmes axillaires conservent la structure et l’agencement stratifiés du 

méristème apical. Les taux de conformité au phénotype panaché d’origine sont ainsi très élevés 

(Marcotrigiano, 1997 ; Duncalf, 2014 ; Frank et Chitwood, 2016), permettant une propagation 

de variétés panachées relativement aisée. Cependant, dans le cadre d’une propagation par 

culture in vitro, de nombreux exemples révèlent un très faible taux d’obtention de plants 

conformes via la régénération de plants par organogénèse adventive, qu’elle soit directe comme 

chez Ajuga (Lineberger et Wanstreet, 1983), Saintpaulia (Lineberger et Druckenbrod, 1985 ; 

Paek et Hahn, 1999), Nicotiana (Marcotrigiano, 1986), Rhododendron (Pogany et Lineberger, 

1990), ou encore Farfugium (Okuno et al., 2010), ou indirecte en passant par une phase 

intermédiaire de cal comme chez Cryptanthus (Koh et Davies, 1997) ou Liriope (Amory et Gil, 

1999). En effet, les formations de méristèmes adventifs apparaissent souvent à partir d’une 

seule cellule chez de nombreuses plantes (Boertjes et al., 1968 ; Yang et al., 2017), et le plus 

souvent avec uniquement la participation de la couche épidermique L1 (Boertjes and Van 

Harten, 1985 ; Lineberger et Druckenbrod, 1985 ; Peary et al., 1988 ; Yang et al., 2017). 

Cependant, des analyses histologiques ont également révélé que toutes les couches de cellule 

peuvent tout de même être à l’origine d’un méristème adventif, avec la possibilité d’une origine 

parfois multicellulaire, menant parfois, même dans de faibles proportions, à des plants panachés 

issus d’une régénération adventive (Lineberger et Druckenbrod, 1985 ; Marcotrigiano, 1986 ; 

Nabeshima et al., 2017). Il en ressort que la formation de méristèmes adventifs conduit à une 

désorganisation de la structure du méristème stratifié et à la perte du phénotype panaché. A 

contrario, la culture de vitroplants dans l’objectif de favoriser le développement des méristèmes 

axillaires (« axillary branching ») a pour conséquence des taux de maintien du phénotype 

panaché extrêmement élevés, comme chez Ajuga (Lineberger et Wanstreet, 1983), Yucca (Pierik 

et Steegmans, 1983) ou encore Phalaenopsis (Mursyanti et al., 2016). Des taux de conformité 

plus intermédiaires de l’ordre de 6 à 50% ont pu être obtenus chez Rhododendron par exemple, 

mais pourraient résulter d’un système en « mixed culture » (George et Debergh, 2008) où se 

développent simultanément des méristèmes axillaires et adventifs. Tout comme pour le 

bouturage, le développement de nouvelles pousses à partir de méristèmes axillaires, même en 

système de culture in vitro, peut ainsi mener à des taux de maintien de la conformité 

extrêmement élevés, puisque ces méristèmes préformés maintiennent un méristème chimérique 

convenablement stratifié. Les chimères périclines restent ainsi stables lorsque leur propagation 

ne provoque pas la réorganisation de leurs couches de cellules (Marcotrigiano, 1997 ; Frank et 

Chitwood, 2016). De nombreuses études ont ainsi mis en évidence que la propagation de 

chimères périclines par des méristèmes axillaires permettait de maintenir une structure 

chimérique, et donc un phénotype panaché, alors que les méristèmes adventifs menaient à une 
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réorganisation des couches de cellules et à de très faibles taux de conformité par rapport au 

phénotype d’origine. 
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Partie 2.   Matériels et Méthodes 
                        

 

« Le succès c'est d'aller d'échec en échec sans perdre son enthousiasme. » 

 

Winston Churchill 
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2          Matériels et Méthodes 

1. Matériel végétal d’origine et conditions de culture 

 

Des cultivars (cv.) panachés de trois genres différents (Yucca, Phormium et Cordyline) ont été 

étudiés dans cette étude. Trois cv. de Yucca : Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR) et Yucca 

filamentosa ‘Bright Edge’ (YfBE) qui possèdent des feuilles vertes bordées de blanc, et Yucca 

flaccida ‘Golden Sword’ (YflGS) qui présente des feuilles jaunes au centre et des bordures 

vertes. Un cv. panaché pour chacun des genres Phormium et Cordyline a également été étudié : 

Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) avec des feuilles vertes et une striure rose au centre, et 

Cordyline australis ‘Pink Passion’ (CaPP) avec des feuilles violettes bordées de rose (Fig. 31). 

Les plants de YgVAR, YfBE, YflGS et CaPP ont été obtenus par micropropagation avant 

acclimatation puis culture sous tunnels, alors que les plants de PtJE ont été obtenus par division 

de touffe, résultat d’une multiplication végétative spontanée en godets ou conteneurs.  

Dans un objectif de comparaison, des plants avec le phénotype sauvage aux feuilles 

uniformément vertes de Yucca filamentosa (YfWT), Phormium tenax (PtWT) et Cordyline 

australis (CaWT) ont été obtenus à partir de graines puis cultivés. Du matériel foliaire de Yucca 

gloriosa fut également récupéré à partir d’un plant au type sauvage non-panaché (YgWT) d’une 

dizaine d’années et maintenu en collection sur le domaine de l’Institut Agro (site d’Angers).  

Excepté pour Yucca gloriosa WT, tous les plants ont été rempotés dans des godets plastiques 

de 0,5 L contenant du substrat horticole (25 % d’écorce de pin, 50 % de tourbe baltique et 25 

% de fibre de coco), et cultivés sous tunnels plastiques avec un chauffage hors-gel et une gestion 

manuelle de l’irrigation. 
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Figure 31 : Photographies des phénotypes étudiés. 

Phénotypes de (A) Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR), feuilles vertes bordées de blanc, (B) Yucca 

gloriosa WT (YgWT), phénotype sauvage non panaché, (C) Yucca flaccida ‘Golden Sword’ (YflGS), 

feuilles jaunes au centre et bordures vertes, (D) Yucca filamentosa WT (YfiWT), phénotype sauvage non 

panaché, (E) Cordyline australis ‘Pink Passion’ (CaPP), feuilles violettes bordées de rose, (F) Cordyline 

australis WT (CaWT), phénotype sauvage non panaché, (G) Cordyline australis ‘Red Star’ (CaRS), feuilles 

pourpres non panachées, à l’origine du ‘Pink Passion’ obtenu spontanément en culture in vitro, (H) 

Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE), feuilles vertes avec une striure rose au centre, (I) Phormium tenax WT 

(PtWT). Echelle = 10cm (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

2. Micropropagation des plants 

 

2.1. Détermination du protocole d’introduction en culture in vitro 

 

Sur des plants de Yucca gloriosa ‘Variegata’ cultivés en tunnels (Fig. 32A), des pousses de 

2 cm ont été excisées en partant de la base de l’axe aérien en vue de leur introduction in vitro 

après élimination des feuilles engainantes (Fig. 32B et C). Différentes modalités de préparation 

A B C 

D E F 
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et désinfection des explants ont été appliquées : dissection longitudinale et excision des feuilles 

engainantes pour extraire le méristème avant (Fig. 32D) ou après (Fig. 32E) désinfection dans 

des solutions d’agents de désinfection, utilisés seuls ou en combinaison, avec différentes durées 

d’exposition : 0,25-5 % d’hypochlorite de sodium (NaClO, de 15 min à 25 min), 0-0,5 % de 

Peroxyde d’hydrogène  (H2O2, 15 min), 0-1,5 % de thiophanate-méthyl (Topsin, Bayer, 

Leverkusen, Allemagne ; pendant 15 min), 70 % d’éthanol (EtaOH, 30 sec à 5 min), ou encore 

l’application du vide lors des immersions dans les solutions désinfectantes. Les explants, c’est -

à-dire le méristème apical caulinaire suite à l’excision des feuilles engainantes avant ou après 

désinfection, sont introduits dans des tubes en plastiques stériles (Tubes de culture « De Wit », 

Duchefa Biochemie, BH Haarlem, Pays-Bas, Fig. 33A) contenant 10 mL du milieu de 

Murashige et Skoog (Murashige et Skoog, 1962) désigné par BSM « Basal Solution Medium »), 

additionné de 2,22 µM de BAP (6-benzylaminopurine, une cytokinine de synthèse), de 2,5 % 

(p/v) de saccharose et de 0,6 % (p/v) de poudre d’Agar (Agar HP697, Kalys, Bernin, France). 

Le pH a été ajusté à 5,7 avant stérilisation par autoclave (121 °C pendant 22 min à 1 bar). Après 

repiquage sur le milieu, les cultures ont été conduites sous une photopériode de 16  h 

d’éclairement à 25 µmol m−2 s−1 fourni par des tubes fluorescents (Sylvania, Luxline Plus, 

Daylight-type, Allemagne) et à 26°C jour et 23°C nuit pour un cycle de culture de 3 semaines. 

Pour chaque modalité, 10 à 30 explants ont été mis en culture. Après 2 cycles de culture de 3 

semaines chacun, les taux d’asepsie (plants visuellement exempts de bactéries et champignons) 

et de reprise de croissance ont été observés et notés (Fig. 32F). 
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Figure 32 : Etapes de préparation des plants de Yucca gloriosa ‘Variegata’ pour l’introduction en 

culture in vitro. 

Etapes de l’introduction en culture in vitro, (A) un plant en alvéole de culture, (B) excision de la partie 

racinaire du plant, (C) excision des feuilles au-dessus de 2cm depuis le point d’excision du système aérien, 

les plants peuvent alors être désinfectés par immersion, ou (D) être préalablement réduits avant désinfection, 

(E) après plusieurs immersions dans les solutions désinfectantes et dissection, les explants sont repiqués en 

tube de culture, (F) après 3 semaines de culture, les plants sains ont repris leur croissance. (Crédits 

photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

2.2. Protocoles de micropropagation du LAP pour les genres Yucca, Phormium, 

Cordyline, utilisés pour la culture à long terme 

 

Pour Yucca gloriosa ‘Variegata’ et Phormium tenax ‘Jessie’, des pousses de 2 cm ont été 

excisées des plants en godets âgés d’une année et cultivés sous tunnels plastiques après leur 

propagation in vitro et in vivo respectivement. Les explants ont été rincés à l’eau stérile, puis 

désinfectés par immersion dans l’éthanol à 70  % pendant 5 min, puis dans une solution à 5 % 

de NaClO (hypochlorite de sodium) pendant 15 min. Après rinçage 3 fois dans l’eau stérile, les 

feuilles engainant le méristème terminal sont délicatement retirées en conditions stériles sous 

hotte à flux laminaire. Les explants sont ensuite mis en culture dans des tubes de culture 

individuels (Fig. 33A) dans les mêmes conditions décrites précédemment dans le paragraphe 

2.1. Pour Cordyline australis ‘Pink Passion’, des vitroplants enracinés ont été fournis par un 

laboratoire de production privé (Vitroflora, Eastern Green Fields Co. Ltd, Pathum Thani, 

A B C 
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Thaïlande) et directement introduits sur la base BSM après avoir excisé stérilement les racines. 

Pour l’étape d’introduction, les cultures ont été conduites selon les modalités précédemment 

décrites, pendant 2 cycles de culture de 3 semaines chacun. 

Après introduction en culture in vitro, les vitroplants obtenus ont été repiqués sur des milieux 

de multiplication SMM (« Shoot Multiplication Medium ») composés de la base BSM 

additionnée de BAP à 66,59 µM pour Yucca gloriosa et Yucca flaccida, 31,07 µM pour Yucca 

filamentosa et 4,44 µM pour Phormium et Cordyline, d’après des essais préalables du 

laboratoire. Après stérilisation dans les mêmes conditions que précédemment, 100  mL de 

milieux ont été coulés dans des boîtes de culture stériles de  540 mL (Microbox OV80, SacO2, 

Deinze, Belgium, Fig. 33B).  

Les plants ont été repiqués avec une densité de 21 vitroplants par boîte, et les cultures ont 

ensuite été placées sous un éclairement avec une photopériode de 16 h fournie par des tubes 

fluorescents ajustés à 50 µmol m−2 s−1 à 26°C jour et 23°C nuit. Les plants ont été repiqués et 

éventuellement divisés pour multiplication toutes les 3 semaines pour Yucca, ou 4 semaines 

pour Phormium et Cordyline. 

Des plants de Yucca des cultivars YgVAR et YflGS ont été repiqués dans ces conditions sur 

milieu SMM sur plus de 55 cycles de culture successifs pour étudier l’impact de la culture à 

long terme sur les taux de multiplication et de conformité.  A chaque repiquage, les plants hors-

type sont triés et exclus des cycles suivants pour ne conserver à chaque cycle clonal que des 

plants conformes, et évaluer l’évolution des taux de conformité dans un processus de tri 

systématique. 

 

Après les phases de multiplication, les plants ont été transférés sur des milieux d’élongation 

constitués de la base BSM dépourvue en régulateurs de croissance pendant un (Yucca) ou deux 

cycles de culture (Phormium et Cordyline) d’une durée de 5 semaines. Les vitroplants ont 

ensuite été repiqués sur un milieu d’enracinement correspondant à la base BSM additionnée de 

5,71 µM d’AIA (acide indole 3-acétique, une auxine naturelle) pour une durée de 3 semaines. 

Le taux de multiplication a été noté à chaque repiquage, il est défini comme le nombre de 

pousses individualisées obtenues divisé par le nombre de pousses cultivées.  La conformité 

phénotypique de la panachure foliaire pour chaque plante in vitro a été observée et notée selon 

les caractéristiques phénotypiques précédemment mentionnées, et le pourcentage de plants 

conformes obtenus noté. Le nombre de boîtes repiquées à chaque cycle est de 6 pour Yucca 

gloriosa ‘Variegata’ et Yucca flaccida ‘Golden Sword’, et 9 pour Yucca filamentosa ‘Bright 

Edge’. 
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Figure 33 : Les différents contenants ou supports de culture utilisés. 

 (A) Tubes de culture « De Witt » (130 mm*27 mm*27 mm) pour plant individuel, (B) Boîtes de culture 

Microbox OV80 (SacO2, 150 mm*90 mm*80 mm) pour la culture regroupée de plusieurs plants, (C) Alvéoles 

de culture thermoformées composées de 80 % de fibre de coco et 20 % de tourbe (42 mm*35 mm*35 mm), 

(D) Godets de culture avec un substrat composé de 25 % d’écorce de pin, 50 % de tourbe baltique et 25 % de 

fibre de coco (90 mm*80 mm*80 mm) (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

2.3. Traitements affectant les marques épigénétiques 

 

Des vitroplants de Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca filamentosa ‘Bright Edge’, Yucca flaccida 

‘Golden Sword’ conformes (panachés) et Yucca flaccida ‘Golden Sword’ non-conformes (non-

panachés avec un feuillage uniformément verts), ont été obtenus par micropropagation selon le 

protocole décrit au paragraphe précédent. Les plants ont alors été repiqués sur un milieu SMM , 

en tubes stériles individuels, additionné de concentrations en BAP correspondantes à leur 

génotype, et de 5 différentes combinaisons d’agents impactant les marques épigénétiques  

stérilisés par microfiltration (filtres Minisart 0,20 µm, Sartorius, Aubagne, France) et ajoutés 

au milieu après stérilisation par autoclave : 1) 20 µM 2) 40µM ou 3) 80 µM de Zébularine, un 

agent déméthylant de l’ADN, 4) 1,6 µM de Trichostatin A, un agent désacétylant des histones, 

ou 5) un Témoin sans agents supplémentaires. Les cultures ont ensuite été placées sous une 
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photopériode de 16 h fournie par des tubes fluorescents ajustés à 50 µmol m−2 s−1 à 26°C jour 

et 23°C nuit. Pour chaque génotype, 5 plants ont été exposés à 20 µM (pendant 7 j, 21 j ou 42 j), 

40 µM (7 j ou 21 j) ou 80 µM (21 j) de Zébularine, et 20 plants ont été exposés à 40 µM (42 j) 

ou 80 µM (42 j) de Zébularine, 1,6 µM de Trichostatin A (42 j) ou à la combinaison Témoin 

(42 j ; Tab. 4). A l’issue de ces 6 semaines sur milieux SMM additionnés ou non d’agents actifs, 

tous les plants ont été repiqués sur 2 cycles successifs de 3 semaines sur un milieu d’élongation 

composé d’une base BSM sans régulateurs de croissance appelée SEM («  Shoot Elongation 

Medium »), puis un cycle de 3 semaines sur un milieu d’enracinement composé d’une base 

BSM additionnée de 5,71 µM d’IAA appelée SRM (« Shoot Rooting Medium » ; Fig. 34). 

 

 

Tableau 4 : Détail des modalités de traitement avec des agents affectant les marques épigénétiques. 

Détails des modalités avec molécules, concentrations, durées d’exposition et nombre d’individus traités 

pour la déméthylation des vitroplants.  

 

 Concentration / Durée d’exposition / Nombre de vitroplant traité  

Zébularine 20 µM / 7 j /  5 pl 

40 µM / 7 j /  5 pl 

 

20 µM / 21 j /  5 pl 

40 µM / 21 j /  5 et 20 

 

20 µM / 42 j /  5 pl 

80 µM / 42 j /  5 et 20 

 

Trichostatin A   1,6 µM / 42 j /  20 pl 

 

Témoin - / - /  20 pl 

 

 

 

 

Figure 34 : Schématisation du plan expérimental pour les traitements affectant les marques 

épigénétiques. 

Les flèches rouges indiquent le développement de nouvelles pousses sur le milieu de multiplication, les 

flèches bleues l’allongement des pousses sur le milieu d’élongation, et les flêches vertes le développement 

de racines sur le milieu d’enracinement. (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

 



Partie 2.     Matériels et Méthodes 

92 

Au cours du processus de micropropagation, les pousses secondaires émergeant des vitroplants 

mis en culture ont été excisées à chaque repiquage, identifiées, observées et transférées dans un 

nouveau tube en plastique individuel afin de suivre leur développement. Le taux de  survie des 

plants a été relevé et le taux de multiplication a été noté pour chaque vitroplant à chaque sous-

culture, et défini comme le nombre de pousses individualisées obtenues pour chaque plant mis 

en culture au cycle clonal précédent. La conformité phénotypique de la panachure foliaire pour 

chaque vitroplants a été observée et notée selon les caractéristiques phénotypiques 

précédemment mentionnées. 

 

2.4. Micropropagation, stimulation du développement des méristèmes axillaires et 

évaluation du comportement des vitroplants au cours de la multiplication 

 

Des explants de Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ et Cordyline australis 

‘Pink Passion’ ont été introduits suivant le protocole décrit au paragraphe 2,2 (207, 229 et 240 

explants respectivement).  

Après 3 semaines sur le milieu d’introduction composé de la base BSM sans régulateurs de 

croissance (RC), les pousses saines ont été transférées sur des milieux de multiplication SMM 

constitués de  la base BSM, additionnée de 3 différentes combinaisons de régulateurs de 

croissance : (1) 6-benzylaminopurine (BAP), référencé comme le milieu BAP dans cette étude, 

(2) BAP et 1 µM de NPA (acide naphthylphthalamique, un inhibiteur du transport de l’auxine  ; 

Teale et Palme, 2018), référencé comme le milieu NPA, et (3) un milieu sans régulateurs de 

croissance, référencé comme le milieu Témoin (Fig. 35). Les concentrations de BAP sont de 

l’ordre de 66,59 µM pour YgVAR et 4,44 µM pour PtJE et CaPP. 

Les explants ont été repiqués dans des tubes plastiques stériles individuels contenant 10  mL de 

milieu, les plants ont ensuite été cultivés sous une photopériode de 16  h fournie par des tubes 

fluorescents ajustés à 50 µmol m−2 s−1 à 26°C jour et 23°C nuit. Les plants ont été repiqués et 

éventuellement divisés pour multiplication toutes les 3 semaines pour Yucca, ou 4 semaines 

pour Phormium et Cordyline. 

Après 3 ou 6 cycles de culture (où chaque cycle de multiplication a été référencé par M1, M2, 

M3, M4, M5 ou M6), les plants ont ensuite été transférés sur un milieu d’élongation composé 

de la base BSM dépourvue de régulateurs de croissance (SEM) pendant un cycle (E1) pour 

Yucca ou deux cycles (E1 et E2) pour Phormium et Cordyline. Puis les plants ont été repiqués 

sur le milieu d’enracinement (SRM) composé de la base BSM additionnée de 5,71 µM d’IAA. 
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Figure 35 : Schématisation du plan expérimental.  

Introduction: étape d’introduction avec repiquage des explants sur «Basal Solution Medium» (BSM), M1 -

M6: Cycles de multiplication sur «Shoot Multiplication Medium» avec trois combinaisons différentes 

(BAP, NPA ou Control); E1-E2: cycles d'allongement sur BSM; Enracin: cycle d'enracinement sur BSM 

avec IAA; Acclimatation: Étape d'acclimatation, les plantes ont été transplantées dans des alvéoles 

thermoformées et cultivées en serre; SG0: explants introduits in vitro; SG1-SG6: nouvelles pousses 

générées pendant les cycles M1 à M6 (i.e. SG1 = « Shoots Generated during clonal cycle M1 »; SG7-SG8: 

pousses générées pendant les cycles E1 à E2. Chaque cycle clonal a duré 3 semaines pour le Yucca et 4 

semaines pour la Cordyline et le Phormium. Après M3, certaines des pousses ont été directement transférées 

vers E1. Les plantes de Yucca ont été cultivées avec un seul cycle d'élongation. Chaque point rouge indique 

les prélèvements des plants pour une analyse histologique, tous les 10 jours après  l'introduction sur M1 à 

M3, puis à la fin de M6. 

 

 

Au cours du processus de micropropagation, des pousses secondaires émergeant des vitroplants 

ont été excisées à chaque repiquage, identifiées, observées et transférées dans un nouveau tube 

en plastique individuel afin de les caractériser. La formation de chaque nouvelle pousse a été 

notée de SG1 à SG8, où les chiffres 1 à 8 correspondent au numéro de cycle à la fin duquel 

cette nouvelle pousse a été individualisée (par exemple SG3 et SG6, pour les nouvel les pousses 

générées au cours des cycles M3 et M6, respectivement). SG0 correspond à des pousses 

initialement introduites in vitro sur BSM sans RCs, avant transfert vers le milieu de 

multiplication pour les cycles clonaux M1 à M6 (Fig. 35). 

Le taux de multiplication a été noté pour chaque vitroplant à chaque repiquage comme étant le 

nombre de pousses individualisées obtenues pour chaque plant mis en culture au cycle 

précédent. La conformité phénotypique de la panachure foliaire pour chaque vitroplant a été 



Partie 2.     Matériels et Méthodes 

94 

observée et notée selon les caractéristiques phénotypiques précédemment mentionnées. Le 

phénotype des nouvelles pousses (plantes filles, par exemple, SGx + 1 avec x est le numéro de 

cycle précédent du plant-mère) a été observé à la fin du processus de micropropagation, après 

la phase d'élongation pour Yucca gloriosa 'Variegata' et Cordyline australis 'Pink Passion', et 

pendant la phase d'acclimatation pour Phormium tenax 'Jessie '. Il fut comparé à celui des 

pousses cultivées sur le cycle clonal précédent (plantes-mères, par exemple SGx dans cet 

exemple). Les phénotypes d'une nouvelle pousse et de sa plante-mère ont été déterminés en 

même temps et associés a posteriori. 

Toutes les pousses saines ont été utilisées à chaque repiquage, à l'exception de YgVAR. Du fait 

de la grande quantité de plants, une partie seulement des nouvelles pousses obtenues après les 

repiquages M4, M5 et M6 ont été sélectionnées au hasard pour être maintenues pour le suivi 

ultérieur. 

Pour tous les génotypes et tous les milieux, après le troisième repiquage de multiplication, une 

partie des pousses a été transférée à l'étape d'élongation pour évaluer la panachure. Le reste a 

été repiqué pendant trois cycles de multiplication supplémentaires (jusqu'à M6), avec, en 

conséquence, une réduction du nombre d'individus après le 3ème repiquage (Fig. 35). 

 

2.5. Micropropagation et variation des concentrations en NPA 

 

Des vitroplants des variétés Yucca gloriosa ‘Variegata’ et Yucca flaccida ‘Golden Sword’ ont 

été placés en culture sur BSM, additionnée de différentes concentrations de NPA (0, 1 et 

10 µM), de 2,5% de saccharose et de 0,6% d’Agar (Agar HP697, Kalys, Bernin, France), et 

d’un pH ajusté à 5,7 avant stérilisation par autoclave. Cent mL de milieux stérilisés ont été 

distribués dans des boîtes de culture stériles de 540 mL. Les plants ont été repiqués avec une 

densité de 21 vitroplants par boîte, puis les cultures ont ensuite été placées sous les mêmes 

conditions de culture que les phases de multiplication décrites précédemment. Les plants ont 

alors été repiqués et éventuellement divisés pour multiplication sur deux cycles successifs de 

trois semaines. A l’issue du deuxième cycle, la BAP (66,59 µM) a été ajoutée avant stérilisation 

à chaque milieu précédemment cité. Les plants ont alors été repiqués et éventuellement divisés 

pour multiplication sur deux nouveaux cycles successifs de trois semaines (Fig. 36). 

A l’issue de chaque repiquage, pour chacun des 21 vitroplants par modalité, le taux de 

multiplication obtenu (noté comme le nombre de pousses individualisées et obtenues, divisé par 

le nombre de pousses cultivées) fut noté. 
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Figure 36 : Schématisation du plan expérimental pour l’étude de l’effet du NPA en micropropagation. 

Les vitroplants (issus d’un milieu composé d’une base BSM sans régulateurs de croissance), sont repiqués 

sur deux cycles successifs sur un milieu composé d’une base BSM additionnée de 0 à 10 µM de NPA, puis 

sur deux cycles successifs sur un milieu composé d’une base BSM additionnée de 0 à 10 µM de NPA et de 

66,59 µM de BAP. (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

2.6. Micropropagation et stimulation de l’élongation 

 

Des vitroplants de la variété Cordyline australis ‘Red Star’ (CaRS, à l’origine de la variété 

‘Pink Passion’ obtenue spontanément par son obtenteur à partir de CaRS en culture in vitro) 

ont été placés en culture sur BSM, additionnée de 4,44 µM de BAP, de 2,5% de saccharose et 

de 0,6% d’Agar (Agar HP697, Kalys, Bernin, France), et d’un pH ajusté à 5,7 avant stérilisation 

par autoclave. Le milieu fut additionné de différentes concentrations d’Acide Gibbérellique 

GA3 (0, 1,44, 2,89 ou 14,44 µM) stérilisé par microfiltration (filtres Minisart 0,20 µM, 

Sartorius, Aubagne, France) et ajouté au milieu après autoclavage. Cent mL de milieux stérilisés 

ont été coulés dans des boîtes de culture stériles de 540 mL. Les plants ont été repiqués avec 

une densité de 30 vitroplants par boîte, avec 5 boîtes par modalités (150 vitroplants au total). 

Les cultures ont ensuite été placées sous les mêmes conditions de culture que les phases de 

multiplication décrites précédemment. Les plants ont alors été repiqués et divisés pour 

multiplication toutes les 5 semaines (Fig. 37). 

A l’issue du troisième cycle clonal, pour chaque plant, le nombre de méristèmes, la taille de 

chacun d’entre eux, et le taux de multiplication obtenu par boîte (noté comme le nombre de 

pousses individualisées et obtenues, divisées par le nombre de pousses cultivées) furent notés.  
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Figure 37 : Schématisation du plan expérimental pour l’étude de la stimulation de l’élongation en cours 

de multiplication. 

Les vitroplants (issus d’un milieu composé d’une base BSM additionnée de 4,44 µM de BAP), sont repiqués 

sur trois cycles successifs sur un milieu composé d’une base BSM additionnée de 4,44 µM de BAP et de 0 

à 14,44 µM de GA3. (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

3. Acclimatation et conditions de culture 

 

Quelques soit le génotype et la modalité de multiplication utilisés, après un cycle de 3 semaines 

pour induire l’enracinement sur milieu SRM, les plants ont été transférés dans des alvéoles de 

culture thermoformées composées de 80% de fibre de coco et de 20% de tourbe en plaques de 

104 mottes alvéolées (Fig. 33C et 38A). Excepté pour les plants traités avec des molécules 

affectant les marques épigénétiques, l’acclimatation a alors été effectuée en serre, sur des tables 

de culture bâchées par un voile P30 (Voilagri ST, Danors Industries, Amplepuis, France) et une 

bâche plastique transparente (OPAC Antibuée, Agripolyane, Saint Chamond, France ; Fig. 38B) 

permettant une gestion manuelle de l’hygrométrie (>90%) et de l’irrigation sous forme de 

brumisation. Après 2 mois, les plants acclimatés ont ensuite été transférés sous tunnels 

plastiques en culture hors-gel et avec toujours une gestion manuelle de l’irrigation (Fig. 38C) 

où ils vont continuer leur développement (Fig. 38D). 
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Figure 38 : Conditions de culture pour les phases d’acclimatation puis de culture sous tunnels.  

 (A) plaques de 104 alvéoles thermoformées, (B) table de culture bâchée sous voile P30 et bâche plastique 

transparente dans une serre d’acclimatation avec une gestion manuelle de l’hygrométrie (> 90%) et de 

l’irrigation pendant 2 mois, (C) tunnels plastiques pour la culture de plants acclimatés, avec chauffage hors -

gel et gestion manuelle de l’irrigation, (D) plaque de 104 alvéoles de Nandina domestica MAGICAL® 

‘Lemon Lime’ (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

Concernant les plants traités avec des molécules affectant les marques épigénétiques, 

l’acclimatation des cultures dans les plaques alvéolées a été effectuée en chambre de culture, 

dans des caisses de transport bâchées avec un plastique transparent (OPAC Antibuée, 

Agripolyane, Saint Chamond, France ; Fig. 39A et B) pour maintenir une forte hygrométrie 

(>90%) pendant 5-6 semaines, avant de retirer les bâches au profit d’un voile P30 plus respirant 

(Voilagri ST, Danors Industries, Amplepuis, France) mais permettant de limiter le 

dessèchement lié à la ventilation (Fig. 39C). Une photopériode de 16h fournie par des tubes 

fluorescents (Osram, Lumilox, Cool Daylight, Allemagne) à 60 µmol m−2 s−1 et une température 

de 23°C jour et 20°C nuit ont été appliquées avec une gestion manuelle de l’irrigation (Fig. 

39D). 

 

 

A B 

C D 



Partie 2.     Matériels et Méthodes 

98 

 
Figure 39 : Conditions d’acclimatation des plants en chambre de culture à environnement contrôlé.  

Conditions d’acclimatation avec (A) plaque de 104 alvéoles thermoformées dans une caisse de transport 

bâchée, (B) permettant de maintenir une forte hygrométrie (>90%), avant d’installer (C) un voile respirant 

pour limiter le dessèchement accéléré par la ventilation, dans (D) une pièce avec une photopériode de 16h par 

tubes fluorescents à 60 µmol m−2 s−1 et une température de 23°C jour et 20°C nuit. Au 1 er étage : des cultures 

en phase d’acclimatation sous bâche plastique, au 2 nd étage des cultures acclimatées et cultivées sous voile 

pour limiter le dessèchement lié à la ventilation. (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

4. Histologie d’échantillons inclus en résine 

 

4.1. Détermination du protocole d’inclusion pour la coupe et l’observation 

histologique des tissus 

 

Des prélèvements de vitroplants ont été effectués pour y appliquer 5 protocoles de 

fixation/inclusion nécessitant chacun 5 étapes successives : Fixation, Déshydratation, Pré-

infiltration, Infiltration puis Inclusion (Tableau 5). 

 

La première étape de fixation a été réalisée avec 3 modalités différentes selon les protocoles  :  

- Protocole (1) : Une fixation des échantillons à 4°C pendant 24 h dont 2 h sous vide dans 

un tampon phosphate de sodium 0,2 M à pH 7,2, additionné de 4 % (v/v) de 

glutaraldéhyde. 

- Protocole (2) : Une augmentation de la durée de mise sous vide pendant 24 h. 

- Protocoles (3), (4) et (5) : Une fixation des échantillons à 4°C pendant 72 h dont 3 h 

sous vide dans un tampon phosphate de sodium 0,2 M à pH de 7,2, additionné de 2 % 

A B 

C D 
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(v/v) de paraformaldéhyde, 1 % (w/v) de caféine et 1 % (v/v) de glutaraldéhyde selon 

le protocole modifié de Jouannic et al. (2011).  

 

La seconde étape concernait la déshydratation des échantillons et a été effectuée selon 4 

modalités différentes dans les protocoles :  

- Protocoles (1) et (2) : Une déshydratation progressive dans des solutions d’éthanol de 

50, 70, 80, 90, 95 et 100 % utilisées en série (10 min pour chacun et 1 h pour le dernier 

bain). 

- Protocoles (3), (4) et (5) : Une déshydratation progressive dans des solutions d’éthanol 

de 50, 70, 80, 90, 95 et 100 % utilisées en série (1 h pour chacune et respectivement 

42 h (3), 54 h (4) ou 66 h (5) pour la dernière solution). 

 

La troisième étape concernait la pré-infiltration et a été effectuée selon 4 modalités différentes : 

chaque échantillon a été préimprégné dans une solution d’éthanol absolue et de résine (v/v) 

pendant : 

- Protocole (1) : 24 h dont 2 h sous vide. 

- Protocole (2) : 24 h sous vide. 

- Protocole (3) : 36 h dont 2 h sous vide. 

- Protocoles (4) et (5) : 72 h sous vide. 

 

La quatrième étape concernait l’infiltration des échantillons et a été réalisée selon 3 modalités 

différentes avec une solution liquide de résine à 100 % (V/V) pendant : 

- Protocole (1) : 24 h dont 2 h sous vide  

- Protocole (2) : 24 h sous vide 

- Protocoles (3), (4) et (5) : 96 h dont 2 h sous vide. 

 

Enfin, la cinquième étape concernait l’inclusion des échantillons et a été réalisée selon 2 

modalités différentes avec une inclusion dans la résine Technovit 7100 (Heraeus Kulzer, 

Wehrhrim, Allemagne) : 

- Protocoles (1) et (2) : A température ambiante. 

- Protocoles (3), (4) et (5) : En maintenant les moules d’inclusion dans une solution d’eau 

froide à 4°C pour contrôler la réaction exothermique de la résine Technovit 7100 au 

moment du durcissement.  

 

L’ensemble des modalités ont formé 5 protocoles différents représentés dans le Tableau 5. Les 

blocs de résine obtenus sont ensuite rognés et limés pour supprimer la résine en excès, puis 

collés sur un support en bois. 
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Des coupes longitudinales de 3 µm ont alors été réalisées sur les blocs à l'aide d'un microtom e 

(Leica RM2265, Wetzlar, Allemagne) pour observer et évaluer la qualité d’inclusion des 

échantillons, et définir le meilleur protocole d’inclusion.  

 

 

Tableau 5 : Synthèse des différents protocoles de fixation/inclusion réalisés.  

 

 Protocole 1 Protocole 2 Protocole 3 Protocole 4 Protocole 5 

Fixation 

(temps sous 

vide)  

4% Glutaa                

 

24 h                     

(2 h) 

4% Gluta           

 

24 h                     

(24 h) 

1% Parab              

2% Gluta           

72 h                     

(3 h) 

1% Para              

2% Gluta          

72 h                     

(3 h) 

1% Para              

2% Gluta           

72 h                     

(3 h) 

 

Déshydratation 

 

2 h 

 

2 h 

 

48 h 

 

60 h 

 

72 h 

 

Pré-infiltration 

(temps sous 

vide) 

 

22 h                         

(2 h) 

 

 

22 h                         

(22 h) 

 

 

36 h                         

(2 h) 

 

 

72 h                         

(2 h) 

 

 

72 h                         

(2 h) 

 

 

Infiltration 

(temps sous 

vide) 

 

24 h                         

(2 h) 

 

 

24 h                        

(24 h) 

 

 

96 h                         

(2 h) 

 

 

96 h                         

(2 h) 

 

 

96 h                         

(2 h) 

 

 

Inclusion   

 

Bac d’eau 

froide 4°C 

 

Bac d’eau 

froide 4°C 

 

Bac d’eau 

froide 4°C 

 

Durée Totale 

 

1 semaine 

 

1 semaine 

 

3 semaines 

 

3 semaines 

 

3 semaines 
a Glutaraldéhyde 
b Paraformaldéhyde 

 

 

4.2. Etude histologique des zones méristématiques d’échantillons en 

micropropagation 

 

Des analyses histologiques ont été réalisées sur les vitroplants en micropropagation étudiés dans 

le cadre de la stimulation du développement des méristèmes axillaires dans le but d’observer le 

comportement de multiplication des genres Yucca, Phormium et Cordyline en culture in vitro. 

Des prélèvements de plants ont été effectués tous les 10j pendant les deux premiers cycles 

culturaux et à la fin du 6ème cycle clonal sur les milieux de multiplication SMM (Fig. 35). Les 

échantillons ont été fixés sous vide à 4°C pendant 72 h dans le tampon phosphate de sodium 

0,2 M à pH de 7,2, additionné de 2 % (v/v) de paraformaldéhyde, 1 % (w/v) de caféine et 

1 % (v/v) de glutaraldéhyde, selon le protocole modifié de Jouannic et al. (2011). Puis, après 

une déshydratation progressive dans des solutions d’éthanol en série de 50 à 100  % (1 h pour 

chacune et 72 h pour la dernière à 100 %), chaque échantillon a finalement été pré-imprégné 

dans une solution d’éthanol et résine (v/v) pendant 96  h, puis imprégné dans une solution 

liquide de résine à 100 % (96 h, Fig. 40A), et enfin inclus dans la résine Technovit 7100 

(Heraeus Kulzer, Wehrhrim, Allemagne, Fig. 40B). Les blocs de résine obtenus sont ensuite 

rognés et limés pour supprimer la résine en excès, puis collés sur un support en bois (Fig. 40C). 
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Des coupes longitudinales de 3 µm ont alors été réalisées tous les 25 µm sur toute l'épaisseur 

des plantes à l'aide d'un microtome (Leica RM2265, Wetzlar, Allemagne ; Fig. 40D). Les 

coupes ont été colorées avec une double coloration à base du réactif d’acide périodique de 

Schiff (APS) (Sigma-Aldrich, Lyon, France) pour la détection des composés de polysaccharides 

insolubles qui se colorent en rose, notamment dans les parois, et du Naphthol Blue Black (NBB) 

pour la détection des protéines colorées en bleu, et permettant une distinction des zones 

méristématiques à cellules faiblement vacuolisées et ayant un rapport nucléo -cytoplasmique 

élevé (Fisher, 1968 ; Fig. 40E). Au final, 1912, 2249 et 2052 coupes ont été obtenues et 

analysées pour Yucca gloriosa 'Variegata', Phormium tenax 'Jessie' et Cordyline australis 'Pink 

Passion' respectivement, et des microphotographies ont été prises avec un stéréomicroscope 

(SZX 16, Olympus, Tokyo, Japon ; Fig. 40F). 

 

 

 
Figure 40 : Etapes de préparation des échantillons pour l’inclusion puis les observations histologiques.  

 (A) immersion des échantillons dans différentes solutions successives pour les étapes de fixation, 

déshydratation, pré-infiltration, infiltration, (B) inclusion en résine Technovit 7100, (C) réduction de la 

résine superflue et fixation sur un support de coupe, (D) coupe au Microtome (Leica RM2265, Wetzlar, 

Allemagne), (E) coloration des coupes au réactif de Schiff et Naphthol Blue Black et montage des lames, 

(F) Observations, analyses et photographies au stéréomicroscope (SZX 16, Olympus, Tokyo, Japon).  

(Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 
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5. Histologie d’échantillons en coupes fraiches 

 

5.1. Matériel végétal et conditions de culture 

 

Des observations histologiques foliaires ont été effectuées sur des plants conformes ayant un 

phénotype panaché de Yucca gloriosa 'Variegata', Yucca flaccida ‘Golden Sword’, Phormium 

tenax 'Jessie' et Cordyline australis 'Pink Passion' (YgVAR TTT, YflGS TTT, PtJE TTT et 

CaPP TTT, respectivement) et pour les plants non-conformes obtenus par micropropagation 

(YgVAR OT, YflGS OT, PtJE OT et CaPP OT, respectivement), ainsi que pour les plants de 

phénotype sauvage Yucca gloriosa, Yucca filamentosa, Phormium tenax et Cordyline australis 

obtenues à partir de graines ou de multiplication végétative in vivo dans des tunnels en plastique 

et utilisées comme témoin (YfWT, PtWT, CaWT). Un plant de phénotype sauvage de Yucca 

gloriosa et maintenu en collection sur le domaine de l’Institut Agro site d’Angers fut également 

étudié comme témoin de la variété Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgWT). Dans le cas du Yucca 

flaccida, le phénotype de type sauvage s’y rapprochant le plus est le Yucca filamentosa (YfWT). 

Ne disposant pas de matériel sauvage de Yucca flaccida, et la question de la distinction entre 

Yucca filamentosa et Yucca flaccida faisant encore débat (Ward, 2011), il a été décidé 

d’effectuer les observations d’un phénotype Témoin avec un Yucca filamentosa Wild-Type 

(YfWT). 

 

 

5.2. Observation histologique des tissus foliaires 

 

Des coupes transversales (25 µm) ont été effectuées à partir de feuilles fraîches inclues dans 

5 % d'agarose à bas point de fusion (Low Melting Point, pour ne pas endommager les tissus 

avec la chaleur) entre 62 et 68 °C (Amresco Low Melting Point Agarose, VWR Life Science  ; 

Fig. 41A). Les blocs d’agarose ont alors été collés sur un support de fixation,  puis coupés à 

l'aide d'un vibratome (HM 650V, Microm, Walldorf, Allemagne ; Fig. 41B). L'imagerie au 

microscope a été réalisée avec un microscope confocal à balayage laser (CLSM, Nikon 

Instruments, Melville, NY, USA ; Fig. 41C) en utilisant une lentille à immersion dans le 

glycérol au grossissement x10 ou x20. L'excitation a été fournie par des lasers à 405, 561 et 638 

nm, avec des émissions captées de 425 à 475 nm (autofluorescence de la lignine et de la 

cuticule), 570 à 620 nm (autofluorescence des anthocyanes) et 662 à 737 nm (autofluorescence 

de la chlorophylle), respectivement. Des images en fausse-couleur ont été générées en 

combinant des images de lumière transmise bleue (405 nm), jaune (561 nm) et rouge (638 nm) 

avec une puissance laser ajustée de sorte que la lumière transmise de fond soit uniforme. Des  

observations au microscope optique (Leica DM1000, Wetzlar, Allemagne  ; Fig. 41D) ont 

également été réalisées sous lumière blanche aux grossissements x10 et x20.  
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Figure 41 : Etapes de préparation des échantillons foliaires pour les observations histologiques.  

 (A) inclusion des échantillons foliaires dans un bloc d’Agarose à bas point de fusion, (B) coupe transversale 

de 25 µm au vibratome (HM 650V, Microm, Walldorf, Allemagne), (C) observation des échantillons au 

microscope confocal à balayage laser (CLSM, Nikon Instruments, Melville, NY, USA), et (D) au microscope 

optique (Leica DM1000, Wetzlar, Allemagne) (Crédits photographiques : Alexandre Rouinsard) 

 

 

6. Analyses transcriptomiques de tissus panachés 

 

6.1. Matériel végétal et conditions de culture 

 

A partir de plants de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ mis en culture selon le protocole de 

multiplication in vitro précédemment cité (paragraphe 2.2), des plants conformes au phénotype 

panaché d’origine et des plants hors-type uniformément verts (YflGS TTT et YflGS OT 

respectivement) ont été obtenus. Après mise en élongation puis enracinement, les plants ont été 

acclimatés en chambre de culture, dans des caisses de transport bâchées pour maintenir une 

forte hygrométrie (>90 %). Une photopériode de 16 h fournie par des tubes fluorescents 

(Osram, Lumilox, Cool Daylight, Allemagne) à 60 µmol m−2 s−1 et une température de 23°C 

A B 

C D 



Partie 2.     Matériels et Méthodes 

104 

jour et 20°C nuit ont été appliquées avec une gestion manuelle de l’ irrigation pendant 6 

semaines. 

Les plants ont ensuite été cultivés en serre chauffée à 24°C avec une gestion manuelle de 

l’irrigation (Fig. 42A). 

 

6.2. Extraction ARN et séquençage du transcriptome 

 

Les ARN totaux de deux zones (centre et bordures de feuilles) de feuilles panachées (YflGS 

TTT, respectivement PC : « Panaché Centre » et PB : « Panaché Bordure ») et de feuilles hors-

type uniformément vertes (YflGS OT, respectivement UC : « Uni Centre » et UB : « Uni 

Bordure ») ont été extraits sur 3 réplicats biologiques formés chacun par le mélange d’une jeune 

feuille (2nd feuille la plus récente de la plante) de 5 individus différents. L’extraction a été 

effectuée avec le kit d’extraction « NucleoSpin RNA+ » (Macherey-Nagel, Duren, Allemagne) 

en suivant le protocole du fabricant (Fig. 42B). Afin d'obtenir des échantillons de qualité pour 

le séquençage du transcriptome, un Nanodrop et un BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies, 

Santa Clara, Californie, Etats-Uns) ont été utilisés pour vérifier la pureté, la concentration et 

l'intégrité des ARNs. 

La construction de la bibliothèque d'ADNc et le séquençage du transcriptome ont été effectués 

par un prestataire de services (Novogene (UK) Company Limited, Cambridge, Royaume-Uni ; 

Fig 42C), selon la procédure suivante : après les procédures de contrôle qualité, l'ARNm a été 

enrichi à partir d'ARN total en utilisant des billes d'oligo-dT. L'ARNm a ensuite été fragmentée 

au hasard, cette étape a été suivie par une synthèse d'ADNc en utilisant des hexamères aléatoires 

et une transcriptase inverse. Après la synthèse du premier brin, un tampon de synthèse conçu 

par Novogene est ajouté pour la synthèse du deuxième brin (Illumina) avec les dNTP, la RNase 

H et la polymérase I d'Escherichia coli. Les brins d’ADNc ont ensuite été purifiés à l’aide de 

billes AMPure XP. La banque d'ADNc finale est prête après une réparation finale, l’ajout d’une 

queue A, la ligature des adaptateurs de séquençage et la sélection de la taille des fragments. 

Enfin, les bibliothèques d'ADNc ont été construites par enrichissement par PCR et séquencées 

sur une plateforme Illumina avec une longueur de lecture de séquençage de PE150 («  pair-end 

150 pb » ; Fig. 42 D). 

 

6.3. Assemblage De Novo, BLAST et Analyses Statistiques 

 

Après avoir filtré les données brutes, des données propres de haute qualité sont utilisées pour 

une analyse ultérieure. En l’absence de génome de référence, la stratégie a consisté à créer un 

génome permettant d’aligner les lectures de séquençage («  reads »). Pour ce faire, un 

assemblage correspondant à une concaténation des reads a été réalisé. La bibliothèque unigène 

du Yucca flaccida a été obtenue par assemblage séquentiel de données filtrées selon une qualité 
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optimale. Les analyses ont été menées à l’aide du logiciel Trinity qui permet de mener les 

différentes étapes de la reconstruction du transcriptome. Tout d'abord, toutes les lectures 

propres avec un Q30 (score de qualité) ≥ 92,59 % ont été fragmentées en fragments courts (K-

mer) par Trinity (Fig. 42E). Ensuite, les K-mers ont été assemblés en plus longs fragments 

(contig). Puis la collection de fragments (component) a été obtenue en utilisant le 

chevauchement entre ces contigs. Enfin, en utilisant la méthode de la carte De Bruijn et le 

séquençage, la séquence de transcription de chaque fragment (component) est identifiée.  

Afin d'obtenir les informations d'annotation, les séquences unigènes ont été comparées avec les 

bases de données « NR », « NT », « SwissProt », « KOG » avec le logiciel NCBI Blast 2.2.28+ 

et un seuil de 1e-5 (« NR », « NT », « SwissProt ») ou 1e-3 (« KOG »), « PFAM » avec le logiciel 

HMMER 3.0 et un seuil de 0,01, « GO » en utilisant Blast2GO v2.5 et un seuil de 1e-6, et 

« KEGG » avec le logiciel KAAS et un seuil de 1e-10 (Fig. 42F). 

Le package DESeq2 (Love et al., 2014) a été utilisé pour normaliser les niveaux d’expression 

(Fig. 42G) et évaluer les profils d’expression de chaque réplicat biologique en vue de la 

réalisation d’ACP, permettant une validation des profils d’expression  de chacun des réplicats 

(Fig. 42H). 

Le package DESeq2 (Love et al., 2014) a également été utilisé pour analyser l’expression 

différentielle et identifier les gènes différentiellement exprimés deux à deux (DEG) pour chaque 

modalité (Fig. 42I). Les reads par gène ont été calculés en utilisant la fonction FeatureCount. 

La formule de condition a été conçue comme plusieurs groupes, puis a utilisé l'argument «  coef 

» de la fonction « lfcshrink » pour extraire les comparaisons d'intérêt après l'ajustement du 

modèle. La fonction « lfcShink » (avec lfcThreshold = 1 et type = « apeglm » (Zhu et al., 2019)) 

a été utilisée pour fiabiliser l’estimation et extraire les données sous forme de tableau. Les gènes 

sont alors considérés comme différentiellement exprimés (DEG) lorsque la p -valeur ajustée < 

0,05.  

 

6.4. Ontologie de gènes et analyse d’enrichissement 

 

Les gènes annotés obtenus sur la base de données « SwissProt » (8174) ont été définis comme 

références pour l'analyse d'enrichissement « GO » (Gene Ontology). Pour identifier les réseaux 

de gènes représentés dans les gènes différentiellement exprimés, une analyse à l’aide de la 

plateforme webGestalt 2019 (Liao et al., 2019) a été menée (Fig. 42J), en utilisant, les données 

d’Arabidopsis thaliana et la méthode ORA (Over-Representation Analysis). Les axes de 

Processus Biologique non redondant, Composant Cellulaire non redondant et Fonction 

Moléculaire non redondant et les identifiants de gène Uniprot-SwissPort ont été utilisés pour 

cette analyse d'enrichissement fonctionnelle. Pour chaque axe, l’analyse d’enrichissement a été 

réalisée indépendamment pour les gènes sur-exprimés et sous-exprimés respectivement. Le 

seuil de significativité des tests d’enrichissement a été fixé pour un taux de faux positif (FDR) 
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≤ 0,05, mais les visualisations ont été réalisées en sélectionnant les 10 catégories enrichies les 

plus significatives. 

Pour identifier les réseaux significativement enrichis dans les fonctions KEGG, une analyse à 

l’aide de la plateforme KOBAS 3.0 (KEGG Orthology Based Annotation System, Xie et al., 

2011) a été menée avec les gènes annotés obtenus sur la base de données « SwissProt » et en 

utilisant les données d’Arabidopsis thaliana comme espèce de référence. L’analyse 

d’enrichissement a été réalisée indépendamment pour les gènes sur -exprimés et sous-exprimés 

respectivement. Le niveau de significativité des tests d’enrichissement a été évalué par le test 

de Fisher et un seuil fixé pour un taux de faux positif (FDR) ≤ 0,05. 

 

6.5. Validation par Quantitative Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction  

 

Vingt-six DEG ont été sélectionnés avec un |log2 (FoldChange)| ≥ 2 suivant les résultats 

d’analyses par RNAseq. Pour chacun d’entre eux, le codon stop a été identifié par homologie 

de séquence avec les protéines du rosier « Old Blush » (Hibrand-Saint Oyant et al., 2018). Des 

séquences de 300 bp ont ensuite été obtenues par sélection des 150 bp en amont et en aval du 

stop avec l’outil samtools faidx (Danecek et al., 2021). Ces séquences ont servi d’entrée au 

dessin des couples d’amorces à l’aide du logiciel en ligne PRIMER3plus (Untergasser et al., 

2007 ; Fig. 42K) en utilisant les paramètres par défaut (longueur des amorces comprise entre 

18 et 27pb, température de dénaturation entre 57 et 63°C et une proportion en GC comprise 

entre 20 et 80% (Untergasser et al., 2007). La spécificité d’amplification a ensuite a été vérifiée 

in silico à l’aide de l’outil Trim ends selon les paramètres suivants (Mismatch : 2 ; Minimum 

match Length : 16). Les amorces ainsi conçues ont ensuite été commandées chez IDT 

(Integrated DNA Technologies Inc, Coralville, Iowa, USA) et sont répertoriées dans le Tableau 

6. 

 

Les réactions de RT-qPCR ont été réalisées dans une plaque PCR blanche à fond transparent 

(BioRad) à partir de 2 µL de matrice (ADNc synthétisés selon les modalités du fournisseur), 

auxquels sont ajoutés 2,4 µL d’eau ultra pure, 5 µL de SsoADV Universal SYBR Green 

Supermix (Bio-Rad) et 0,3 µL de chacune des deux amorces diluées au 1/10ème (10µM). Le 

SsoADV Universal SYBR Green Supermix contient les éléments nécessaires à la réaction 

d’amplification en chaîne de la polymérase (dNTPs,  Taq polymérase) ainsi que le fluorophore 

(SYBR® green) nécessaire à la détection. Avec trois répétitions techniques effectuées par 

tissus, la plaque PCR est ensuite placée dans le système de détection en temps réel CFX Connect 

(Biorad) selon les étapes suivantes : une étape d’activation de la polymérase de 30 secondes à 

98°C, puis 40 cycles comprenant chacun une étape de dénaturation de 5 sec à 98°C et une étape 

d’hybridation et d’élongation de 5 sec à 60°C. Enfin, une dernière étape de « courbe de fusion 

» consiste en une augmentation progressive de la température de 60°C à 95°C avec une lecture 
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de fluorescence tous les 0,5°C. Cette ultime étape permet de s’assurer qu’il n’y ait qu’un seul 

produit d’amplification. Les données de fluorescence sont mesurées à chaque cycle et collectées 

à l’aide du logiciel fournisseur Bio-Rad CFX Maestro à partir duquel les Cq (Cycle quantitatif) 

seront extraits pour analyse.  

 

Avant d’analyser l’expression de chaque gène dans les douze échantillons, un premier contrôle -

qualité a été réalisé consistant à évaluer l’efficacité et la spécificité d’amplification. Après avoir 

mélangé ces douze ADNc, une série de sept dilutions a été effectuée (1/10ème, 1/25ème, 

1/50ème, 1/100ème, 1/250ème, 1/500ème, 1/1000ème) pour l’utiliser comme  matrice lors de 

l’amplification par RT-qPCR, mesurer les Cq et calculer l’efficacité de chaque couple 

d’amorces. Seuls les couples d’amorces présentant une efficacité comprise entre 1,85 et 2,15 

ont été utilisés pour les analyses. 

 

La qRT-PCR a alors été réalisée avec trois réplicats biologiques identiques et trois réplicats 

techniques (Fig. 42L). Par ailleurs, nous avons utilisé trois gènes de référence issus de nos 

annotations et codant pour la « Clathrin », « GAPDH » et « TCTP ». Les données de l’analyse 

RNAseq ont été comparées en utilisant les niveaux d’expression et les log2FoldChange issus 

respectivement de l’analyse RNAseq et de la qRT-PCR (Fig. 42M). 
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Tableau 6 : Séquences des amorces conçues pour les analyses RT-qPCR.  

L’ensemble des amorces ont été conçues avec le logiciel Primer3Plus, vérifiées par alignements et validées 

par RT-qPCR pour en mesurer l’efficacité. 

 

Fonction des gènes Noms des gènes Séquences des amorces 
Taille des 

amplifiats (pb) 

Photosynthèse Cluster_20123_22121 
Sens : CAATAATCCTGTTGGTACTGAAACC 

Antisens : TCCATTTGCAACTCCTTTGG 
127 

Photosynthèse Cluster_20123_22122 
Sens : CCCTGATCCCACTGATAACG 

Antisens : TTGCTGGAACTATGTGGTATGG 
79 

Photosynthèse Cluster_20123_27359 
Sens : GCAGTTTGGCGAAGAAAAA 

Antisens : GGGGAGTTCGAAGAAAAGGA 
190 

Photosynthèse Cluster_20123_27360 
Sens : TGGAACCTAACCATACATGTCC 

Antisens : ATCTCCTTTTGGGGGAGAAG 
83 

Photosynthèse Cluster_20123_34660 
Sens : CAAACCATCCAATGTAAAGACG 

Antisens : GCGAAAGTACAAGCCTGTGG 
78 

Photosynthèse Cluster_20123_6359 
Sens : CCGCAATGAATAGGGAAGG 

Antisens : CATTTACTGATCCCATCTTTCG 
170 

Photosynthèse Cluster_20123_13522 
Sens : TACGAGCGAAGGAGATACGC 

Antisens : TTTGGATTGGCTCATAACG 
123 

Photosynthèse Cluster_20123_19953 
Sens : CAATAATCCTGTTGGTACTGAAACC 

Antisens : TCCATTTGCAACTCCTTTGG 
127 

Photosynthèse Cluster_20123_83913 
Sens : AAAGGATAAACAAAGCAAAGCTAAA 

Antisens : TCATAAAACAGAGCCTTAATTTCC 
115 

Photosynthèse/Phosphorylation 

oxydative 
Cluster_20123_79685 

Sens : TCGTCAGCTCGAAGAGTTACC 

Antisens : CATTTCCGTACCATCAATGC 
160 

Photosynthèse/Phosphorylation 

oxydative 
Cluster_20123_97955 

Sens : GATCTCATTGGCTGCTGTTC 

Antisens : CCCCCTTGACAGTGGTATATG 
147 

Photosynthèse/Phosphorylation 

oxydative 
Cluster_20123_85164 

Sens : GAACGACCCTCACAAATTGC 

Antisens : TATTTCGATTCCAGCCAACG 
87 

Phosphorylation oxydative Cluster_20123_23706 
Sens : CATCCACCACCCATCTTAGG 

Antisens : AGACATGCCCCATAGCAAAC 
90 

Ribosome Cluster_20123_29839 
Sens : ACTGTCTACGGCTCCATTGC 

Antisens : TTCAACCGGGTTATTCTATTCC 
125 

Métabolisme du carbone Cluster_20123_11930 
Sens : CAGCTTTAAATCCAACACTTGC 

Antisens : GGTTTCATTCACGCCTAATCC 
127 

Métabolisme de la purine et 

pyrimidine 
Cluster_20123_34339 

Sens : TCTGATCTTTCTAGAGGCATATTGG 

Antisens : TCTGATCTTTCTAGAGGCATATTGG 
126 

Transporteurs ABC Cluster_41853.3 
Sens : CAGTTCTTGCGGAGCATAGC 

Antisens : TCTATCCAGTTTGAAGGAGAAGG 
82 

Protéasome Cluster_20123_87159 
Sens : GAAATCGTTCCTCGTGAAGG 

Antisens : TCAGCAGCCAGTATTGTTTCC 
157 

Facteurs de transcription Cluster_20123_81689 
Sens : GCCAACAGGGTGTGTAAGC 

Antisens : CTTCAATCAAGCAGCGAAGC 
128 

Dégradation Glycosaminoglycane Cluster_20123_92006 
Sens : TATCCTCCAGCTTCCTCACG 

Antisens : GCTCATCCACTTGTTCTCTCG 
124 

Traitement des protéines dans le 

réticulum endoplasmique  
Cluster_51090.2 

Sens : ACAGCGGGTCAATCAGTCC 

Antisens : CTCCTCACTCGAGGTTCAGC 
107 

Traitement des protéines dans le 

réticulum endoplasmique  
Cluster_20123_33688 

Sens : TCACATCTCTCTTCGTCATGC 

Antisens : GACTCCATGGGAGATCAAGG 
80 

Interaction Plante/Pathogène Cluster_52233.4 
Sens : CAACAGAGAATCCACCTCTGC 

Antisens : TTCGAGAAGCTAACCCAACC 
195 

 

 

 

 

Figure 42 : Déroulement des étapes pour l’analyse par RNAseq en absence de génome de référence, puis 

par RT-qPCR pour validation. 

(A) Culture des plants de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ conformes et hors -type (YflGS TTT et YflGS OT), 

(B) Extraction des ARN totaux avec le kit « NucleoSpin RNA+ », (C) Construction de la bibliothèque d’ADNc 

par la société Novogene (UK) Company Limited (Cambridge, Royaume-Uni), (D) Séquençage de la 

bibliothèque d’ADNc par la société Novogene, (E) Assemblage de novo du transcriptome par le logiciel 

Trinity, (F) Annotation des séquences unigènes avec les logiciels NCBI Blast 2.2.28+, HMMER 3.0, Blast2GO 

v2.5 et KAAS, (G) Quantification du nombre de reads par unigènes, (H) Evaluation des profils d’expression 

par Analyse en Composante Principale et Clusterisation pour chacun des réplicats biologiques, (I) Analyse de 

l’expression différentielle des gènes entre chaque tissus analysés, (J) Analyses d’enrichissement sur les 

fonctions de gènes des termes « GO » et « KEGG » avec les logiciels WebGestalt 2019 et KOBAS 3.0 

respectivement, (K) Conception des amorces des gènes différenciés pour validation par analyse par  RT-qPCR, 

conception des amorces réalisée avec le logiciel Primer3Plus, (L) Analyse des amorces des gènes différenciés 

par RT-qPCR, (M) Corrélation des niveaux d’expression entre les analyses par RNAseq et RT -qPCR. 
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7. Analyses statistiques 

 

Des analyses statistiques ont été menées sur les taux de multiplication ou de conformité des lots 

mis en culture, ou pour les études de corrélation RNAseq et RT-qPCR. 

Ces analyses statistiques ont été effectuées avec le test ANOVA et les tests de comparaison 

multiples de Tukey (p = 0,05), ou le test de Kruskal-Wallis (p = 0,05) lorsque le nombre 

d'individus était trop faible et les tests paramétriques inadaptés aux condi tions expérimentales. 

Pour les observations phénotypiques, lorsque les cultures étaient menées en boîtes avec 

plusieurs vitroplants par boîtes, les pourcentages de plants hors-type étaient notés pour chaque 

boîte. Lorsque les cultures étaient menées en tubes individuels, des données phénotypiques 

bimodales (c'est-à-dire respectivement 0 pour le phénotype conforme et 1 pour le phénotype 

hors-type) ont été ajustées dans des modèles logistiques. Dans le cadre de deux variables 

quantitatives, les analyses statistiques ont été effectuées avec le test de Pearson pour définir 

l’indice de corrélation et la p-valeur (p = 0,05). Le test du chi2 de Pearson avec la correction de 

continuité de Yates (p = 0,05), a également été utilisé pour tester l’indépendance entre deux 

variables qualitatives. Ces analyses statistiques ont été conduites sur le logiciel R (version 

4.0,3). 

 

 

8. Estimation des coûts de production 

 

S’insérant dans un contexte industriel, les coûts de production restent une composante 

essentielle à considérer dans tout processus envisagé. Ces coûts de production peuvent être 

estimés pour chaque étape du processus de culture en s’appuyant notamment sur des notions de 

charges fixes et variables. Les charges fixes pouvant regrouper toutes les charges an nuelles 

d’entretien des structures et des services supports administratifs, et peuvent ensuite être 

rapportées au plant en divisant la somme des charges par le nombre total de plants produits 

annuellement. Les charges variables concernent quant à elles le coût de main d’œuvre et les 

charges de consommables (boîtes de culture), et sont donc basées sur des temps de travaux au 

travers de cadences de productions et sur le coût unitaire des boîtes de culture utilisées. 

Dans le cas du Laboratoire Angevin des Plantes, afin de faciliter la méthode de calcul, les 

charges fixes peuvent être considérées comme la somme de toutes les charges de production 

(énergie, frais d’entretien des équipements, achat des réactifs, etc.) et des charges 

administratives (services supports, ressources humaines, comptabilité, etc.) pour être divisées 

par le nombre de plants produits annuellement. Ce calcul permet d’estimer la charge fixe propre 

à chaque plant produit (ou vendu) par le LAP au cours d’un exercice de production. Cette charge  
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fixe a pu être estimée à 0,201€/plant pour l’exercice 2019/2020. Pour un lot donné, la formule 

d’estimation des charges fixes est la suivante : 

 

𝐶ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 𝐹𝑖𝑥𝑒𝑠 𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖 = ∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑢𝑠 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝐸𝑛𝑟𝑎𝑐𝑖𝑛𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 × 0,201) 

 

Les charges variables quant à elles, reposent sur l’estimation des temps de travaux à partir de 

cadences de repiquages propres à chaque variété en phase de multiplication ou d’enracinement 

(en plants/h et reposant sur l’expérience du LAP). De plus, pour la p rise en compte des temps 

de travaux liés aux personnels d’encadrement et de préparation préalable des milieux de culture, 

les observations préalables ont mis en évidence un ratio de 1,18 (correspondant aux temps 

totaux/temps de repiquage) pour chaque heure de repiquage. Un coût horaire moyen chargé, 

évalué à 15,23 €/h dans le cas de la masse salariale du LAP peut ensuite être utilisé. 

L’estimation des frais de consommables à raison d’une boîte à 0,3378 € pour 21 ou 30 

vitroplants selon les variétés peut alors finir de compléter la formule d’estimation suivante  pour 

un lot donné : 

 

𝐶ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 𝑉𝑎𝑟. = [(
∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑟𝑒𝑝𝑖𝑞𝑢é𝑠 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖

𝐶𝑎𝑑𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑀𝑢𝑙𝑡𝑖
+

∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑟𝑒𝑝𝑖𝑞𝑢é𝑠 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝐸𝑛𝑟𝑎

𝐶𝑎𝑑𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝐸𝑛𝑟𝑎
) × 1,18 

× 15,23] + (
∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑟𝑒𝑝𝑖𝑞𝑢é𝑠

𝐷𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑡𝑟𝑜𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠/𝑏𝑜î𝑡𝑒
 × 0,3378) 

 

Le calcul des frais d’introduction peut ainsi reposer sur la même formule (charges variables), 

mais avec des cadences d’introduction estimées en générale à 10 explants/h pour la dissection 

stérile + 1h pour le prélèvement et la désinfection de 50 explants, ainsi que les frais de 

consommables s’élevant à 0,0955 €/tube. Le calcul des frais d’introduction revient ainsi à  : 

 

𝐶ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 𝑑′𝐼𝑛𝑡. = [(
∑𝐸𝑥𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡𝑠

𝐶𝑎𝑑𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝐼𝑛𝑡𝑟𝑜
 + 1ℎ 𝑝𝑜𝑢𝑟 50 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠) × 1,18 × 15,23]

+ ( ∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑖𝑛𝑡𝑟𝑜𝑑𝑢𝑖𝑡𝑠 × 0,0955) 

 

Les frais d’Acclimatation enfin, ont été évalués par l’entreprise ABJP comme un forfait à 

0,20 €/plant en acclimatation (prenant en compte les frais de personnels de repiquage puis de 

suivi de culture, et les frais de substrat horticole utilisé).  

 

𝐶ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 𝑑′𝐴𝑐𝑐𝑙𝑖𝑚. = ∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑝𝑙𝑎𝑐é𝑠 𝑒𝑛 𝑝ℎ𝑎𝑠𝑒 𝑑′𝐴𝑐𝑐𝑙𝑖𝑚 × 0,20) 

 

La somme des charges de ces quatre étapes (Introduction, Charges Fixes de micropropagation, 

Charges Variables de micropropagation et Charges d’Acclimatation) et rapportée au nombre de 
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plants obtenus et acclimatés en fin de processus permet alors le calcul estimatif des coûts de 

production par plants pour chaque protocole considéré. 

 

𝐶𝑜û𝑡𝑠 𝑑𝑒 𝑃𝑟𝑜𝑑. = (
∑𝐶ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 𝐼𝑛𝑡𝑟𝑜 +  𝐹𝑖𝑥𝑒𝑠 +  𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 + 𝐶ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒𝑠 𝐴𝑐𝑐𝑙𝑖𝑚

∑𝑃𝑙𝑎𝑛𝑡𝑠 𝑎𝑐𝑐𝑙𝑖𝑚𝑎𝑡é𝑠
) 
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« La connaissance s'acquiert par l'expérience, tout le reste n'est que de l'information. » 

 

 

Albert Einstein 
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3                           Résultats 

Chapitre 1 : Optimisation des outils et méthodes 

 

Avant-propos 

 
Les trois genres travaillés dans ce travail de thèse (Yucca, Phormium et Cordyline) n’ont pas 

fait l’objet d’études approfondies précédemment par le Laboratoire Angevin des Plantes et 

aucune de ces plantes n’avait été étudiée par l’Institut de Recherche en Horticulture et Semences 

d’Angers, le laboratoire public ayant encadré ces travaux de recherche.  

Ainsi, quand est venu le temps de mettre en application les protocoles d’expérimentation 

envisagés pour répondre aux différents questionnements, de nombreux échecs ont vu le jour. 

Des phases d’optimisation des outils d’expérimentation ont alors été nécessaires au travers de 

nombreux essais. Une partie de ces phases d’optimisation est ainsi présentée dans ce mémoire, 

comme la mise au point du protocole d’introduction en culture  in vitro, et celle du protocole 

d’inclusion pour la coupe et l’observation histologique des tissus.  

 

 

1. Mise au point d’un protocole d’introduction en culture in vitro  

 
L’application du protocole standard du Laboratoire Angevin des Plantes à l’introduction en 

culture in vitro du genre Yucca (effeuillage et dissection avant désinfection, Domestos® 15 min 

à 10 %, NaClO 15 min à 0,25 %, H2O2 15 min à 0,5 %) a présenté des taux de survie optimaux 

(100%), mais des taux de contamination très élevés (95%) et donc de très faibles taux de réussite 

de seulement 5 % (Tableau 7, essai 1). Une légère diminution de la contamination a alors été 

relevée en augmentant la concentration de NaClO à 0,75 %, mais avec des taux de réussites 

encore faibles (10-20%, Tableau 7, essais 2 à 6 et 8). Les taux de survie sont cependant affectés 

lorsque les effeuillages et dissections sont effectués avant désinfection (Tableau 7, essais 4 et 

13), contre une survie optimale (100%) lorsqu’ils sont effectués après (Tableau 7, essais 19 à 

30). Les taux de contamination restent très élevés si aucune dissection n’est effectuée après 

effeuillage (90-100%, Tableau 7, essais 7, 9 et 11). L’ajout d’une première solution d’EtaOH à 

70° pendant 30 sec et d’une solution de fongicide utilisé de 0,15 à 1,5 % ont présenté en 

moyenne une légère amélioration des taux de réussite (0-40 %, Tableau 7, essais 9 à 12, 14 et 

17). En revanche, les taux de contamination ont été nettement diminués avec une première 

solution d’EtaOH à 70° allongée à 5 min (40 %, Tableau 7, essai 20). Bien que contraignant, 
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les taux de contamination ont été considérablement diminués avec l’utilisation du protocole à 

5 solutions successives avant effeuillage et dissection stérile, dont un fongicide et une faible 

concentration de NaClO (20-40 %, Tableau 7, essais 21 à 23). Le remplacement des 5 solutions 

par 2 solutions à très forte concentration d’EtaOH (70°) et NaClO (5  %) pendant une durée 

allongée (5 min et 15 min respectivement), avant effeuillage et dissection stérile, a alors 

présenté des taux de contamination très faibles de 0 à 13% pour des taux de survie optimaux 

(100%) et donc des taux de réussite très élevés (87-100%, Tableau 7, essais 25 à 30). 

 

 
Tableau 7 : Impact de différents protocoles sur le taux de réussite à l’introduction in vitro du Yucca. 

Impact des différents protocoles d’introduction sur le taux de contamination, le taux de survie des explants et donc le 

taux de réussite à l’introduction de Yucca en culture in vitro, pour un même milieu d’introduction et des conditions de 

cultures similaires. Les explants sont représentés par le prélèvement du système aérien avec une coupe du feuillage 

environ 2cm au-dessus du point de prélèvement. 

 

a Effeuil : L’effeuillage consiste à extraire les feuilles de l’explant, à la main s’il est effectué avant désinfection, ou 

avec lames stériles s’il est effectué après (s’effectue alors avec l’étape de dissection) 
b Dissec : La dissection consiste à réduire les tissus de la tige jusqu’au plus proche du méristème central 
c Domestos® : Déboucheur industriel composé de 4,8% d’hypochlorite de sodium, d’agents non-ioniques et d’agents 

mouillants 
d Topsin® : Fongicide de contact et systémique composé de Thiophanate-Methyl à une concentration de 70% (p/p) 
e TC : Taux de contamination 
f TS : Taux de survie des explants 
g TR : Taux de réussite selon la formule TR = TS*(1-TC) 

 

 

 

Essai 

Effeuilla 

Avant/ 

Après 

désinfect

ion 

Dissectb 

Avant/ 

Après 

désinfect

ion 

Eta-

OH  

 

70° 

Domes

tos®c 

 

10% 

NaCL

O 

 

15min 

Ca(Cl

O)2 

 

15min 

H2O2 

 

 

15min 

Topsi

n®d 

 

15min 

TCe TSf TRg 

1 Avant Avant  15min 0.25%  0.5%  95% 100% 5% 

2 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  90% 100% 10 % 
3 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  90% 100% 10 % 

4 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  80% 50% 10 % 

5 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  85% 100% 15 % 
6 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  87% 100% 13 % 

7 Avant -  15min 0.75%  0.5%  100% - 0 % 

8 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  80% 100% 20 % 
9 Avant - 30sec 15min 0.75%  0.5% 0.15% 90% 100% 10 % 

10 Avant Avant 30sec 15min 0.75%  0.5% 0.15% 60% 100% 40 % 

11 Avant - 30sec 15min 0.75%  0.5% 0.15% 100% - 0 % 

12 Avant Avant 30sec 15min 0.75%  0.5% 0.15% 100% - 0 % 

13 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  80% 50% 10 % 
14 Avant Avant 30sec 15min 0.75%  0.5% 1.5% 90% 100% 10 % 

17 Avant 
Av + 

Après 
30sec 15min 0.75%  0.5% 1.5% 60% 100% 40 % 

18 Avant Avant  15min 0.75%  0.5%  60% 100% 40 % 

19 Après Après  15min 0.75%  0.5%  60% 100% 40 % 

20 Après Après 5min 15min 0.75%  0.5%  40% 100% 60 % 
21 Après Après 5min 15min  0.75% 0.5% 1.5% 40% 100% 60 % 

22 Après Après 5min 15min 0.75%  0.5% 1.5% 30% 100% 70 % 

23 Après Après 5min 15min 0.75%  0.5% 1.5% 20% 100% 80 % 
24 Après Après 5min 15min  0.75% 0.5%  10% 100% 90 % 

25 Après Après 5min  5%    10% 100% 90 % 

26 Après Après 5min  5%    13% 100% 87 % 
27 Après Après 5min  5%    0% 100% 100 % 

28 Après Après 5min  5%    0% 100% 100 % 

29 Après Après 5min  5%    13% 100% 87 % 
30 Après Après 5min  5%    6% 100% 94 % 
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2. Optimisation du protocole d’inclusion dans la résine pour la coupe et 

l’observation histologique des tissus 

 
L’application du protocole standard (Protocole 1 : 24 h de fixation, 2 h de déshydratation 

progressive, 24 h de pré-infiltration, et 24 h d’infiltration dont 2 h de mise sous vide à chaque 

étape, pour une durée totale de 1 semaine) du plateau technique d’Imagerie Cellulaire (IMAC) 

de la Structure Fédérative de Recherche Quasav (SFR), a présenté une faible infiltration de la 

résine dans le matériel végétal (Fig. 43A), ayant pour conséquence l’échec de découpe fine 

(3µM) au microtome. Pour permettre une meilleure infiltration des réactifs, une augmentation 

de toutes les étapes de mise sous vide à 24 h a été réalisée (Protocole 2), mais n’a révélé aucun 

effet significatif de l’amélioration de la pénétration de la résine, même sur des échantillons plus 

petits (Fig. 43B). L’allongement des étapes de fixation, déshydratation, pré-infiltration, 

infiltration et inclusion (72 h, 48 h, 36 h, 96 h et 96 h respectivement) ont alors permis une 

amélioration de l’infiltration de la résine, mais avec encore quelques difficultés pour atteindre 

le centre pour certains échantillons (Fig. 43C). L’allongement des étapes de déshydratation et 

pré-infiltration (60 h et 72 h respectivement) ont permis d’améliorer encore la pénétration de la 

résine jusqu’au centre de l’échantillon, avec encore quelques défauts (Fig. 43D). Enfin, un 

dernier allongement de l’étape de déshydratation (72 h), a alors permis une pénétration optimale 

jusqu’au centre des échantillons qui prennent ainsi un aspect translucide et parfaitement inclus 

dans la résine lors de la coupe au microtome (Fig. 43E). 
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Figure 43 : Impact de différents protocoles de fixation, déshydratation et imprégnation dans la résine 

sur l’inclusion de matériel végétal issu d’Asparagaceae en culture in vitro. 

 (A) Protocole 1 : protocole standard utilisé en routine par le laboratoire, avec 24h de fixation, 2h de 

déshydratation, 24h de pré-infiltration, et 24h d’infiltration  dont 2h de mise sous vide à chaque étape, pour 

une durée totale de 1 semaine, ici sur un vitroplant de Yucca gloriosa, (B) Protocole 2 : allongement à 24h 

de toutes les durées de mise sous vide, ici sur un vitroplant de Cordyline australis, (C) Protocole 3 : 

allongement à 72h de la phase de fixation, 48h de la phase de déshydratation et respectivement 36h et 96h 

des phases de pré-infiltration et infiltration, ici sur un vitroplant de Phormium tenax, (D) Protocole 4 : 

allongement à 60h de la phase de déshydratation et 72h de la phase de pré-infiltration, ici sur un vitroplant 

de Phormium tenax, et enfin (E) Protocole 5 : allongement de la phase de déshydratation à 72h, ici sur un 

vitroplant de Yucca gloriosa, pour une durée totale de 3 semaines pour les protocoles 3, 4 et 5.  

A B C D E 
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Chapitre 2 : Caractérisation histologique de la panachure de 

cultivars de Yucca, Phormium et Cordyline 

 

Avant-propos 

 
Dans le but de mieux caractériser la nature de la panachure de plusieurs cultivars appartenant à 

ces trois genres, et pour expliquer son degré d'instabilité en micropropagation, des observations 

ont été réalisées au microscope confocale à balayage laser sur plusieurs phénotypes au sein des 

espèces étudiées. Les tissus foliaires non-panachés et uniformément verts des types sauvages 

ont été étudiés pour servir de référence (YgWT, PtWT et CaWT), puis une comparaison d ’un 

phénotype conforme et un phénotype hors-type, tous deux obtenus simultanément par 

micropropagation a été effectuée. Ainsi, pour chacun des cultivars de l’étude : Yucca gloriosa 

'Variegata', Yucca flaccida ‘Golden Sword’, Phormium tenax 'Jessie' et Cordyline australis 

'Pink Passion' (YgVAR TTT, YflGS TTT, PtJE TTT et CaPP TTT, respectivement pour les 

plantes conformes), étaient comparées avec des phénotypes hors-type : des plants présentant 

des feuilles avec des bordures blanches excessivement larges pour YgVAR OT, uniformément 

vertes pour YflGS OT et PtJE OT, ou uniformément pourpres pour les feuilles de CaPP OT. 

 

 

1. Caractérisation des cultivars de Yucca 

 

1.1. Yucca gloriosa ‘Variegata’ 

 

Concernant Yucca gloriosa, le phénotype de type sauvage (YgWT), a clairement révélé la 

présence de pigments chlorophylliens dans les cellules de garde des stomates (Fig. 44 A4-A5 

et A8), alors qu'à l'inverse, les feuilles de YgVAR (TTT et OT) n'ont pas révélé 

d'autofluorescence de chlorophylle dans l’épiderme (Fig. 44 B4-B5 et B8, et C4-C5 et C8, 

respectivement). Les feuilles de YgWT ont présenté des chloroplastes visibles dans toutes les 

couches cellulaires du mésophylle au niveau du limbe central (Fig. 44 A2 et A6) jusqu’au bord 

de la feuille (Fig. 44 A3 et A7). Dans YgVAR TTT, les chloroplastes étaient visibles dans toutes 

les couches de cellules du mésophylle sur la partie centrale du limbe (Fig. 44 B2 et B6), mais 

les feuilles ont présenté un mésophylle exempte de chloroplastes à l'extrémité des bordures de 

la feuille (Fig. 44 B3 et B7). À l'inverse, pour les feuilles de YgVAR OT, une à deux couches 

de cellules hypodermiques étaient exemptes de chloroplastes sur les côtés adaxial (face orientée 

vers la tige) et abaxial (face opposée à la tige) de la nervure centrale (Fig. 44 C2 et C6), et les 

tissus de bordures des feuilles exempts de chloroplastes étaient beaucoup plus larges (Fig. 44 

C3 et C7). De rares vacuoles avec des anthocyanes ont pu être visibles de manière très 
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ponctuelle dans les feuilles de Yucca sans qu’une couche particulière puisse être mise en 

évidence (Fig. 44 A3 et A7). 

Le phénotype de type sauvage YgWT présente des chloroplastes dans toutes les couches 

cellulaires du parenchyme (Fig. R2 A9), alors que la variété panachée conforme présente une 

absence de chloroplastes dans la couche épidermique ainsi que dans le mésophylle des bordures 

(Fig. 44 B9). A l’inverse, le phénotype hors-type qui présente visuellement une surexpression 

des tissus jaunes présente d’une part le mésophylle des bordures mais également plusieurs 

couches de cellules sous épidermiques qui sont exempts de chlorophylle sur tout le limbe 

foliaire (Fig. 44 C9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Analyse histologique des tissus foliaires de feuilles fraîches de Yucca gloriosa. 

(A) Yucca gloriosa de type sauvage non panaché (YgWT), (B) Yucca gloriosa 'Variegata' fidèle au type 

(YgVAR TTT), (C) Yucca gloriosa 'Variegata' hors-type (YgVAR OT). Les photographies représentent des 

coupes transversales observées au microscope confocal à balayage laser avec des excitations fournies par 

un laser à 405 nm (bleu), 561 nm (jaune) et 638 nm (rouge) pour observer respectivement la lignine et la 

cuticule, les anthocyanes et l'autofluorescence de la chlorophylle sur un fond en fausses couleurs (A2 -A4, 

B2-B4 et C2-C4), ou sur fond noir (A5, B5 et C5). Des coupes transversales sont également observées au 

microscope optique sous lumière blanche (A6-A8, B6-B8 et C6-C8). Les photographies représentent la 

nervure centrale (A2, A6, B2, B6, C2 et C6), la bordure des feuil les (A3, A7, B3, B7, C3 et C7), et une 

région aléatoire présentant des stomates (A4, A5, A8, B4, B5, B8, C4, C5, C8). Les flèches rouges et 

blanches représentent les stomates qui respectivement contiennent ou ne contiennent pas de chlorophylle, 

et les flèches bleues représentent la zone observée. Un schéma de la répartition des différents types de tissus 

contenant de la chlorophylle (vert), des anthocyanines (rose), aucun d'entre eux (jaune) ou des tissus 

vasculaires (gris), est présenté (A9, B9 et C9). La barre d'échelle = 2 cm (A1, B1 et C1) ou 100 µm (A2-

A9, B2-B9 et C2-C9). 
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1.2.  Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

 

Dans le cas du Yucca flaccida, l’imagerie a également clairement révélé la présence de 

chlorophylle dans les cellules de garde des stomates (Fig. 45 A4-A5 et A8), tout comme les 

feuilles de YflGS (TTT et OT) (Fig. 45 B4-B5 et B8, et C4-C5 et C8, respectivement). Les 

feuilles de YfWT comme celles de YflGS OT ont présenté des chloroplastes vis ibles dans toutes 

les couches cellulaires du mésophylle au niveau du limbe central (Fig. 45 A2 et A6, et C2 et C6 

respectivement) jusqu’au bord de la feuille (Fig. 45 A3 et A7, et C3 et C7 respectivement). A 

l’inverse, chez YflGS TTT, toute la partie centrale du limbe est dépourvue de chlorophylle, 

excepté dans les cellules de garde (Fig. 45 B2 et B6), bien que les chloroplastes étaient visibles 

dans toutes les couches de cellules du mésophylle sur les bordures foliaires (Fig. 45 B3 et B7).  

Les phénotypes uniformément verts comme le type sauvage YfWT et YflGS OT ont ainsi 

présenté des chloroplastes dans toutes les couches cellulaires (Fig. 45 A9 et C9), alors que la 

variété panachée conforme a montré la présence des chloroplastes dans la couche épidermique, 

ainsi que dans le mésophylle des bordures des feuilles, mais une absence de chloroplastes dans 

toutes les couches mésophyliennes dans la partie centrale du limbe (Fig. 45 B9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Analyse histologique des tissus foliaires de feuilles fraîches de Yucca flaccida. 

(A) Yucca flaccida de type sauvage non panaché (YflWT), (B) Yucca flaccida 'Golden Sword' fidèle au type 

(YflGS TTT), (C) Yucca flaccida 'Golden Sword' hors-type (YflGS OT). Les photographies représentent 

des coupes transversales observées au microscope confocal à balayage laser avec des excitations fournies 

par un laser à 405 nm (bleu), 561 nm (jaune) et 638 nm (rouge) pour observer respectivement la lignine et 

la cuticule, les anthocyanes et l'autofluorescence de la chlorophylle sur un fond en fausse couleur (A2 -A4, 

B2-B4 et C2-C4), ou sur fond noir (A5, B5 et C5). Des coupes transversales sont également observées au 

microscope optique sous lumière blanche (A6-A8, B6-B8 et C6-C8). Les photographies représentent la 

nervure centrale (A2, A6, B2, B6, C2 et C6), la bordure des feuilles (A3, A7, B3, B7, C3 et C7), et une 

région aléatoire présentant des stomates (A4, A5, A8, B4, B5, B8, C4, C5, C8). Les f lèches rouges et 

blanches représentent les stomates qui respectivement contiennent ou ne contiennent pas de chlorophylle, 

et les flèches bleues représentent la zone observée. Un schéma de la répartition des différents types de tissus 

contenant de la chlorophylle (vert), des anthocyanines (rose), aucun d'entre eux (jaune) ou des tissus 

vasculaires (gris), est présenté (A9, B9 et C9). La barre d'échelle = 2 cm (A1, B1 et C1) ou 100 µm (A2 -

A9, B2-B9 et C2-C9). 
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2. Caractérisation des cultivars de Phormium 

 

Concernant le Phormium, les trois phénotypes (PtWT, PtJE TTT et PtJE OT) ont clairement 

révélé la présence de chloroplastes dans les cellules de garde des stomates avec une forte 

intensité d'autofluorescence de la chlorophylle (Fig. 46 A4-A5, B4-B5 et C4-C5, 

respectivement). Les trois phénotypes présentent une à deux couches de cellules hypodermiques 

exemptes de chloroplastes du côté adaxial, de la nervure centrale jusqu’au bord des feuilles 

(Fig. 46 A2-A3 et A6-A8, B2-B3 et B6-B8 et C2-C3 et C6-C8 respectivement). Les feuilles de 

PtWT et PtJE OT présentent des chloroplastes visibles dans toutes les autres couches du 

mésophylle, de la nervure centrale (Fig. 46 A2 et A6, et C2 et C6, respectivement) jusqu’au 

bord de la feuille (Fig. 46 A3 et A7, et C3 et C7, respectivement). A l’inverse, pour PtJE TTT, 

il n'y avait qu'une ou deux couches de cellules avec des chloroplastes sur le côté abaxial de la 

partie centrale (Fig. 46 B2 et B6), mais les bordures de la feuille présentent tout de même des 

cellules avec des chloroplastes sur l'ensemble du mésophylle, à l'exception d'une ou deux 

couches de cellules sur la partie adaxiale de la feuille (Fig. 46 B3 et B7). Les anthocyanes 

s'estompent trop rapidement chez le Phormium, mais des traces ont été observées dans la partie 

du mésophylle la plus interne de la zone centrale du PtJE TTT (Fig. 46 B2 et B6), alors que les 

phénotypes PtWT et PtJE OT n’en ont pas révélé (Fig. 46 A2 et A6, et C2 et C6, 

respectivement). 

Les trois phénotypes se caractérisent par des chloroplastes dans les cellules de garde des 

stomates de la couche épidermique, et par une couche sous-épidermique exempte de 

chlorophylle du côté adaxial (Fig. 46 A9, B9 et C9). Les phénotypes uniformément verts comme 

PtWT et PtJE OT présentent des chloroplastes dans toutes les couches cellulaires (Fig. 46 A9 

et C9), alors que la variété panachée conforme présente des chloroplastes uniquement dans le 

mésophylle des bordures de feuilles et sur une fine couche sous-épidermique sur le côté abaxial 

pour la partie centrale du limbe, la partie la plus interne étant exempte de chlorophylle mais 

présentant des anthocyanes (Fig. 46 B9). 

 

 

Figure 46 : Analyse histologique des tissus foliaires de feuilles fraîches de Phormium tenax. 

(A) Phormium tenax de type sauvage non panaché (PtWT), (B) Phormium tenax ‘Jessie’ fidèle au type (PtJE 

TTT), (C) Phormium tenax ‘Jessie’ hors-type (PtJE OT). Les photographies représentent des coupes 

transversales observées au microscope confocal à balayage laser avec des excitations fournies par un laser 

à 405 nm (bleu), 561 nm (jaune) et 638 nm (rouge) pour observer respectivement la lignine et la cuticule, 

les anthocyanes et l'autofluorescence de la chlorophylle sur un fond en fausse couleur (A2-A4, B2-B4 et 

C2-C4), ou sur fond noir (A5, B5 et C5). Des coupes transversales sont également observées au microscope 

optique sous lumière blanche (A6-A8, B6-B8 et C6-C8). Les photographies représentent la nervure centrale 

(A2, A6, B2, B6, C2 et C6), la bordure des feuilles (A3, A7, B3, B7, C3 et C7), et une région aléatoire 

présentant des stomates (A4, A5, A8, B4, B5, B8, C4, C5, C8). Les flèches rouges et blanches représentent 

les stomates qui respectivement contiennent ou ne contiennent pas de chlorophylle, et les flèches bleues 

représentent la zone observée. Un schéma de la répartition des différents types de tissus contenant de la 

chlorophylle (vert), des anthocyanines (rose), aucun d'entre eux (jaune) ou des t issus vasculaires (gris), est 

présenté (A9, B9 et C9). La barre d'échelle = 2 cm (A1, B1 et C1) ou 100 µm (A2 -A9, B2-B9 et C2-C9). 
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3. Caractérisation des cultivars de Cordyline 

 

Pour la Cordyline, chez les trois phénotypes (CaWT, CaPP TTT et CaPP OT), la microscopie 

confocale a clairement révélé la présence de chloroplastes dans les cellules de garde des 

stomates avec une forte intensité d'autofluorescence de la chlorophylle (Fig. 47 A4-A5, B4-B5 

et C4-C5, respectivement). Les feuilles de CaWT et CaPP OT présentent des chloroplastes 

visibles dans toutes les couches du mésophylle depuis le limbe central (Fig. 47 A2 et A6, et C2 

et C6, respectivement), jusqu'à la bordure de la feuille (Fig. 47 A3 et A7, et C3 et C7, 

respectivement). D'autre part, pour les feuilles de CaPP TTT, une à deux couches de cellules 

hypodermiques sont exemptes de chloroplastes sur les côtés adaxial et abaxial de la partie 

centrale du limbe (Fig. 47 B2 et B6), et aucune cellule de la bordure des feuilles ne présente de 

chloroplastes (Fig. 47 B3 et B7). Bien que les anthocyanes s'estompent rapidement, des 

vacuoles avec des anthocyanes ont été observées dans les trois-quatre premières couches 

hypodermiques pour toutes les zones de la feuille du CaPP TTT et OT (Fig.  47 B2-B8, et C2-

C8, respectivement), alors qu’aucun anthocyane n’est observable chez CaWT (Fig. 47A). 

Les trois phénotypes se caractérisent par une couche épidermique présentant des chloroplastes 

au niveau des cellules de garde des stomates (Fig. 47 A9, B9 et C9). Les phénotypes uniformes 

et non-panachés comme le type sauvage CaWT et CaPP OT présentent des chloroplastes dans 

toutes les couches cellulaires (Fig. 47 A9 et C9), alors que la variété panachée conforme 

présente des chloroplastes dans la couche épidermique, ainsi que dans le mésophylle le plus 

interne dans la partie centrale du limbe, mais avec cependant une absence de chloroplastes dans 

les couches mésophyliennes des bordures des feuilles (Fig. 47 B9). 

 

 

 

 

Figure 47 : Analyse histologique des tissus foliaires de feuilles fraîches de Cordyline australis. 

(A) Cordyline australis de type sauvage non panaché (CaWT), (B) Cordyline australis ‘Pink Passion’ fidèle 

au type (CaPP TTT), (C) Cordyline australis ‘Pink Passion’ hors-type (CaPP OT). Les photographies 

représentent des coupes transversales observées au microscope confocal à balayage laser avec des 

excitations fournies par un laser à 405 nm (bleu), 561 nm (jaune) et  638 nm (rouge) pour observer 

respectivement la lignine et la cuticule, les anthocyanes et l'autofluorescence de la chlorophylle sur un fond 

en fausse couleur (A2-A4, B2-B4 et C2-C4), ou sur fond noir (A5, B5 et C5). Des coupes transversales sont 

également observées au microscope optique sous lumière blanche (A6-A8, B6-B8 et C6-C8). Les 

photographies représentent la nervure centrale (A2, A6, B2, B6, C2 et C6), la bordure des feuilles (A3, A7, 

B3, B7, C3 et C7), et une région aléatoire présentant des stomates (A4, A5, A8, B4, B5, B8, C4, C5, C8). 

Les flèches rouges et blanches représentent les stomates qui respectivement contiennent ou ne contiennent 

pas de chlorophylle, et les flèches bleues représentent la zone observée. Un schéma de la répartition des 

différents types de tissus contenant de la chlorophylle (vert), des anthocyanines (rose), aucun d'entre eux 

(jaune) ou des tissus vasculaires (gris), est présenté (A9, B9 et C9). La barre d'échelle = 2 cm (A1, B1 et 

C1) ou 100 µm (A2-A9, B2-B9 et C2-C9). 
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Chapitre 3 : Taux de multiplication, suivi de conformité et étude du 

comportement de multiplication des cultivars panachées de Yucca, 

Phormium et Cordyline pendant la phase de micropropagation 

 

Avant-propos 

 

L’objectif de ce travail est de développer ou d’optimiser un protocole de micropropagation pour 

des plantes panachées, en vue de l’obtention de plants conformes au phénotype d’origine. Pour 

autant, un processus de production par micropropagation repose, pour une grande majorité, sur 

une succession de cycles clonaux. Une étude des taux de multiplication et de conformité, et ce 

sur plusieurs cycles successifs est ainsi essentielle pour définir les potentialités de 

multiplication. Afin de caractériser le comportement de multiplication, une étude histologique 

sur les plants à différentes étapes et sous différents régulateurs de croissance doi t ainsi 

permettre de déterminer l’origine des méristèmes dans l’espoir d’expliquer les variations de  

taux de multiplication et les phénomènes de perte de conformité. Ainsi, partant de l’hypothèse 

que les méristèmes axillaires permettent de générer des nouvelles pousses plus conformes 

phénotypiquement que celles issues de méristèmes adventifs, des milieux ont été enrichis en 

NPA, un inhibiteur de transport de l’auxine, avec pour objectif de diminuer la dominance 

apicale et favoriser le développement des méristèmes axillaires. L’impact sur le comportement 

de multiplication, l’origine des nouvelles pousses, mais également les taux de multiplication et 

de conformité pourraient permettre d’apporter de nouveaux éléments pour la micropropagation 

de ces espèces, et notamment des cultivars panachés. 

Fort de toutes ces connaissances, les résultats attendus pourraient alors permettre la mise au 

point de protocoles adaptés pour la micropropagation conforme de variétés panachées. Si cette 

étude a été portée sur 3 genres différents (Yucca, Phormium et Cordyline), ces nouvelles 

connaissances pourraient ensuite être transposées à de nouveaux genres permettant d’étoffer la 

gamme de production du Laboratoire Angevin des Plantes. 

Ce travail a fait l’objet d’une publication acceptée dans Scientia Horticulturae et présentée dans 

les valorisations scientifiques à la fin de ce document. 
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1. Etude des taux de multiplications pendant le processus de propagation in 

vitro 

 

1.1. Suivi du taux de multiplication sur 6 cycles de multiplication, et stimulation du 

bourgeonnement axillaire 

 

Dans l’objectif d’étudier les potentialités de multiplication de cultivars panachés de Yucca, 

Phormium et Cordyline, les pousses ont été micropropagées sur trois milieux différents 

(Contrôle, BAP et NPA). Le taux de multiplication global a été défini pour chaque cycle clonal, 

lorsque les pousses ont été repiquées pour les cycles suivants (un taux de multiplication de 1 

correspondant ainsi à une absence de multiplication, voir Tableau 8 et Figure Supplémentaire 

1). 

Du fait de l’augmentation progressive du nombre de plants à chaque cycle , il a été décidé de 

limiter le nombre de plants de Yucca gloriosa ‘Variegata’. Ainsi, une partie seulement des 

nouvelles pousses obtenues après les repiquages M4, M5 et M6 ont été sélectionnées au hasard 

pour le suivi ultérieur. 

 

Pour Yucca gloriosa ‘Variegata’, les pousses ne se sont pas multipliées sur le milieu témoin 

(Tableau 8 et Figure Supplémentaire 1 A). Sur les milieux complémentés de régulateurs de 

croissance (Fig. 48 A et B), le taux de multiplication était légèrement supérieur à 1 pendant M1 

(1,14 et 1,29 pour les milieux comportant la BAP et NPA, respectivement). Ce taux a ensuite 

été multiplié par 2 pendant M2 (2,02 et 2,55 pour les milieux comportant la BAP et NPA, 

respectivement). Sur les deux milieux, le taux de multiplication s'est alors stabilisé entre 2,5 et 

3 durant les cycles clonaux allant de M3 à M6. Le taux de multiplication est resté stable pendant 

l'étape d'élongation des pousses E1 (Fig. 48 C, moyenne de 2,39 et 2,79 pour BAP et NPA, 

respectivement). Pour tous les cycles, c'est-à-dire pour la moyenne de tous les repiquages, le 

milieu contenant la BAP a conduit à un taux de multiplication significativement plus faible que 

celui contenant le NPA, selon le test de comparaison multiple HSD de Tukey (moyenne de 2,37 

et 2,63 pour BAP et NPA respectivement). 
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Figure 48 : Photographies des vitroplants de Yucca, Phormium et Cordyline sur différentes phases de 

multiplication, enracinement et acclimatation. 

Pousses micropropagées de (A, B, C, D) Yucca gloriosa ‘Variegata’, (E, F, G, H) Phormium tenax ‘Jessie’, et (I, J, K, 

L) Cordyline australis ‘Pink Passion’. Les photographies représentent des plantes in vitro lors du cycle de culture M6 

sur des milieux de multiplication additionnés en RCs avec des explants de génération SG0 (A, E, I) et SG5 (B, F, J), 

présentant des phénotypes panachés conformes (C, G, K) ou hors-type (D, H, L) respectivement. Les autres plants 

représentés sont sur milieu de multiplication avec RCs (D), sur milieu d'enracinement après une phase d’élongation (C, 

K, L), ou après la phase d’acclimatation (G, H) dans le cas du Phormium. Les flèches bleues indiquent de nouveaux 

méristèmes en développement, les flèches noires de nouvelles pousses, et la flèche rouge une nouvelle pousse hors-

type. Barre d'échelle = 1 cm. 

 

 

 

A B C D 

E F G H 

I J K L 
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Tableau 8 : Evolution du taux de multiplication en fonction des régulateurs de croissance et du cycle de 

culture pour Yucca ‘Variegata’ (YgVAR), Phormium ‘Jessie’ (PtJE), et Cordyline ‘Pink Passion’ (CaPP). 

Le taux de multiplication correspond au nombre de pousses individualisées obtenues pour chaque pousse cultivée (les 

plantes mortes sont indiquées). BAP, NPA et Control indiquent des pousses cultivées lors des cycles de multiplication 

(M1 à M6) sur un milieu additionné de BAP (66,59 µM pour YgVAR; 4,44 µM pour PtJE et CaPP), ou avec BAP (aux 

mêmes concentrations) et 1 µM de NPA, ou encore sur un milieu sans RCs, respectivement. Les cycles d'élongation 

des pousses (E1 pour YgVAR, E1 et E2 pour PtJE et CaPP) ont été réalisés sur un milieu sans RCs pour toutes les 

variétés. Nb de plants : nombre de pousses cultivées au début de chaque cycle ; Nb morts : nombre de pousses mortes 

pendant le cycle clonal et non repiquées pour le cycle suivant ; Total Milieu : Total des différentes multiplications de 

M1 à E2 sur le milieu concerné ; se : Erreur standard. Les moyennes de taux de multiplication qui ne sont pas reliées 

par la même lettre sont significativement différentes au seuil de probabilité de 0,05 par le test HSD de Tukey. 

 

a Un premier test HSD de Tukey réalisé sur les différents cycles clonaux en fonction du milieu, illustré par 

les lettres «a» à «f» 
b Un deuxième test HSD de Tukey réalisé sur les différents milieux BAP, NPA et Control pendant toute la 

durée de l’expérience, illustré par les lettres «A» à «C» 

 

 
Pour Phormium tenax 'Jessie', une très faible multiplication a été obtenue sur le milieu témoin 

(1,05, pour la moyenne de tous les cycles ; Tableau 8 et Figure Supplémentaire 1 B). En 

présence des régulateurs de croissance (Fig. 48 E-F), aucune pousse secondaire n'a émergé au 

cours du premier cycle de multiplication (M1). Mais les pousses ont ensuite présenté une 

multiplication avec un maximum en M3 (moyenne de 1,93 et 2,16, respectivement, pour BAP 

et NPA). Le taux de multiplication a alors diminué et atteint un équilibre entre M4 à M6 et sur 

E1 (moyenne de 1,61 et 1,66, respectivement, pour BAP et NPA). Au cours du deuxième cycle 

d'élongation (E2), aucune nouvelle pousse n'a été formée, quel que soit le milieu utilis é 

auparavant. Pour tous les cycles, les milieux avec RCs avaient un taux de multiplication 

significativement plus élevé que le témoin, mais sans différence entre BAP et NPA (moyenne 

de 1,41 et 1,41 pour BAP et NPA, respectivement). 

BAP h NPA   Control 

Cycle  
Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 
  

Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 
  

Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 
 

Taux de multiplication de Yucca gloriosa 'Variegata' (YgVAR) 

M1a  47 3 1.14 ± 0.05 E 

 

46 1 1.29 ± 0.08 de  35 1 1 ± 0 e 

M2  50 1 2.02 ± 0.14 Cd 59 1 2.55 ± 0.16 abc  34 2 1 ± 0 e 

M3  100 1 2.27 ± 0.13 bc 148 - 2.39 ± 0.09 bc  32 - 1 ± 0 e 

M4  50 - 2.78 ± 0.14 Ab 78 1 2.24 ± 0.11 bc  15 - 1 ± 0 e 

M5  80 - 2.55 ± 0.12 abc 89 2 2.94 ± 0.11 a  15 - 1 ± 0 e 

M6  127 - 2.71 ± 0.09 Ab 184 2 2.87 ± 0.07 a  15 - 1 ± 0 e 

E1  239 - 2.39 ± 0.07 bc  360 4 2.79 ± 0.06 a  15 - 1 ± 0 e 

     Totalb 693 5 2.37 ± 0.04 B  964 11 2.63 ± 0.04 A  161 3 1 ± 0 C 

               

Taux de multiplication de Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) 

M1a  61 2 1 ± 0 F  60 1 1 ± 0 f  44 - 1 ± 0 f 

M2  59 1 1.5 ± 0.08 cde  59 17 1.43 ± 0.08 c-f  44 4 1.03 ± 0.03 ef 

M3  88 1 1.94 ± 0.12 Ab  60 5 2.16 ± 0.15 a  41 1 1.03 ± 0.03 ef 

M4  44 - 1.54 ± 0.06 Cd  42 - 1.49 ± 0.07 cde  17 - 1 ± 0 ef 

M5  75 1 1.62 ± 0.11 bcd  68 4 1.61 ± 0.11 bcd  17 - 1.12 ± 0.12 def 

M6  120 2 1.36 ± 0.06 def  97 - 1.63 ± 0.09 bcd  19 - 1 ± 0 f 

E1  154 - 1.77 ± 0.09 bc  158 1 1.72 ± 0.07 bc  15 - 1.47 ± 0.19 c-f 

E2  276 1 1 ± 0 F  270 1 1 ± 0 f  22 - 1 ± 0 f 

     Totalb 877 8 1.41 ± 0.03 A  814 29 1.41 ± 0.03 A  219 5 1.05 ± 0.02 B 

                

Taux de multiplication de Cordyline australis ‘Pink Passion’ (CaPP) 

M1a  38 3 1 ± 0 E  38 2 1.03 ± 0.03 e  32 1 1 ± 0 e 

M2  35 1 1.29 ± 0.08 cde  37 8 1.72 ± 0.11 bc  31 - 1 ± 0 e 

M3  47 17 1.6 ± 0.09 bcd  51 14 1.62 ± 0.10 bcd  31 3 1 ± 0 e 

M4  28 6 1.59 ± 0.16 bcd  37 4 1.33 ± 0.09 cde  16 - 1 ± 0 e 

M5  35 8 1.15 ± 0.07 de  44 11 1.24 ± 0.08 cde  16 - 1 ± 0 e 

M6  25 7 1.22 ± 0.10 cde  38 3 1.4 ± 0.08 cde  13 - 1 ± 0 e 

E1  22 5 1.47 ± 0.15 cde  46 3 1.05 ± 0.03 e  13 - 1 ± 0 e 

E2  25 4 2.29 ± 0.29 A  45 7 2.03 ± 0.18 ab  13 - 1 ± 0 e 

     Totalb 255 51 1.41 ± 0.05 A  336 52 1.42 ±0.04 A  165 4 1 ± 0 B 
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Pour le cultivar Cordyline australis ‘Pink Passion’, comme pour YgVAR, les pousses n’ont 

montré aucun taux de multiplication sur le milieu témoin au cours des huit repiquages successifs 

(Tableau 8 et Figure Supplémentaire 1 C). Sur les milieux avec RCs (Fig.  48 I-J), les pousses 

ont montré un taux de multiplication très faible pendant M1 (1,00 et 1,03 pour BAP et NPA, 

respectivement). Ensuite, de M2 à M6, les pousses ont présenté des taux faibles mais stables 

(entre 1,15 et 1,60, et entre 1,24 et 1,72 pour le BAP et le NPA, respectivement). Le premier 

cycle d'allongement (E1) a produit de faibles taux de multiplication (1,47 et 1,05 pour le BAP 

et le NPA, respectivement), mais le second (E2 ; Fig. 48 K-L) a donné des taux plus élevés 

(2,29 et 2,03 pour le BAP et le NPA, respectivement). Pour tous les cycles, les tests de 

comparaison multiples HSD de Tukey ne montrent aucune différence entre la combinaison BAP 

et NPA (1,41, 1,42 et 1,00 pour BAP, NPA et Control, respectivement).  

 

 
1.2. Suivi du comportement des vitroplants lors de la phase de multiplication, 

notamment de l’effet du cycle d’apparition des nouvelles pousses 

 
Afin d'étudier les différences de développement et de comportement in vitro chez ces trois 

genres botaniques, le taux de multiplication pour chaque génération de pousses (correspondant 

au cycle d’apparition de chaque nouvelle pousse) a été déterminé à travers les différents cycles 

clonaux sur les trois milieux différents (Tableau 9 et Figure Supplémentaire 1). 

 

Pour YgVAR (Tableau 9 et Figure Supplémentaire 1 A), pour les premières générations de 

pousses (« Shoot Generation »), SG0 à SG2, les taux de multiplication ont augmenté fortement 

à chaque nouveau cycle jusqu'à M4 (1,14, 2,16, 3,21 et 3,7 pour SG0 sur milieu BAP ; 1,29, 

2,93, 3,43 et 3,3 sur milieu NPA de M1 à M4), puis se sont stabilisés. Pour les générations SG3 

à SG6, l'augmentation des taux de multiplication a été plus faible et les cultures ont atteint un 

équilibre de multiplication plus rapidement, les plants ayant atteint très rapidement des taux 

plus élevés que les premières générations (2,43, 2,6, 2,89 pour SG3 sur milieu BAP ; 2,02, 2,95, 

3,37 sur milieu NPA de M4 à M6). 
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Tableau 9 : Evolution du taux de multiplication en fonction des régulateurs de croissance, du cycle de 

culture et du cycle d’apparition des nouvelles pousses mises en culture pour Yucca ‘Variegata’ (YgVAR), 

Phormium ‘Jessie’ (PtJE), et Cordyline ‘Pink Passion’ (CaPP). 

Les conditions de culture et d’observation sont identiques au tableau R2, mais les notions de génération des pousses 

mises en culture et leur effet sur les taux de multiplication sont ajoutés. Gen. des plantes : génération des pousses, SG3 

représentant par exemple les pousses générées au cours du cycle 3 (littéralement « Shoot Generated during Cycle 3 ») ; 

se: Erreur standard. Les moyennes de taux de multiplication qui ne sont pas reliées par la même lettre sont 

significativement différentes au seuil de probabilité de 0,05 par le test HSD de Tukey. 

BAP h NPA   Control 

Cycles Gen. des 

plants 

Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 

  Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 

  Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 
 

Taux de multiplication de Yucca gloriosa 'Variegata' (YgVAR) 

 

         

M1 SG0a 47 3 1.14 ± 0.05 c 46 1 1.29 ± 0.08 bc  35 1 1 ± 0 c 

M2 SG0 44 1 2.16 ± 0.14 abc 45 1 2.93 ± 0.16 abc  34 2 1 ± 0 c 

 SG1 6 - 1 ± 0 c 14 - 1.36 ± 0.17 bc  - - - - 

M3 SG0 43 1 3.21 ± 0.19 abc 44 - 3.43 ± 0.14 abc  32 - 1 ± 0 c 

 SG1 6 - 2 ± 0.37 abc 14 - 2.57 ± 0.25 abc  - - - - 

 SG2 51 - 1.53 ± 0.10 bc 90 - 1.84 ± 0.08 abc  - - - - 

M4 SG0 10 - 3.7 ± 0.21 ab 10 - 3.3 ± 0.34 abc  15 - 1 ± 0 c 

 SG1 2 - 3.5 ± 0.5 abc 5 1 1.6 ± 0.4 abc  - - - - 

 SG2 10 - 2.7 ± 0.3 abc 19 - 2.37 ± 0.19 abc  - - - - 

 SG3 28 - 2.43 ± 0.16 abc 44 - 2.02 ± 0.12 abc  - - - - 

M5 SG0 10 - 2.8 ± 0.49 abc 10 - 2.8 ± 0.25 abc  15 - 1 ± 0 c 

 SG1 2 - 2.5 ± 0.5 abc 4 1 3.33 ± 0.33 abc  - - - - 

 SG2 4 - 3.25 ± 0.48 abc 6 - 3 ± 0.37 abc  - - - - 

 SG3 15 - 2.6 ± 0.16 abc 21 1 2.95 ± 0.26 abc  - - - - 

 SG4 49 - 2.43 ± 0.16 abc 48 - 2.94 ± 0.16 abc  - - - - 

M6 SG0 10 - 2.6 ± 0.22 abc 10 - 3.7 ± 0.34 ab  15 - 1 ± 0 c 

 SG1 2 - 4 ± 1 ab 3 - 3.33 ± 0.33 abc  - - - - 

 SG2 2 - 3.5 ± 0.5 abc 6 - 3.17 ± 0.31 abc  - - - - 

 SG3 9 - 2.89 ± 0.35 abc 20 1 3.37 ± 0.27 abc  - - - - 

 SG4 30 - 3.17 ± 0.19 abc 48 1 2.89 ± 0.11 abc  - - - - 

 SG5 74 - 2.46 ± 0.11 abc 97 - 2.64 ± 0.10 abc  - - - - 

E1 SG0 10 - 2.3 ± 0.3 abc 10 - 2.6 ± 0.31 abc  15 - 1 ± 0 c 

 SG1 2 - 4.5 ± 1.5 a 3 - 2.67 ± 0.88 abc  - - - - 

 SG2 2 - 3 ± 2 abc 6 - 3.67 ± 0.42 ab  - - - - 

 SG3 9 - 2.33 ± 0.29 abc 19 1 3.06 ± 0.21 abc  - - - - 

 SG4 30 - 3.13 ± 0.23 abc 47 1 3.11 ± 0.12 abc  - - - - 

 SG5 74 - 2.68 ± 0.11 abc 97 2 3.4 ± 0.11 abc  - - - - 

 SG6 112 - 1.97 ± 0.08 abc 178 - 2.33 ± 0.08 abc  - - - - 

Total Milieub 693 5 
2.37 ± 

0.04 
B  964 11 2.63 ± 0.04 A  161 3 1 ± 0 C 

               

Taux de multiplication de Phormium tenax 'Jessie' (PtJE) 

M1 SG0a 61 2 1 ± 0 i  60 1 1 ± 0 i  44 - 1 ± 0 i 

M2 SG0 59 1 1.5 ± 0.08 de-hi  59 17 1.43 ± 0.08 efghi  44 4 1.03 ± 0.03 i 

 SG1 - - - -  - -    - - - - 

M3 SG0 58 1 2.40 ± 0.15 abc  42 4 2.68 ± 0.16 a  40 1 1.03 ± 0.03 i 

 SG1 - - - -  - - - -  - - - - 

 SG2 30 - 1.07 ± 0.05 i  18 1 1 ± 0 i  1 - 1 ± NA i 

M4 SG0 12 - 2.21 ± 0.11 abcd  12 - 2.29 ± 0.13 abcd  15 - 1 ± 0 i 

 SG1 - - - -  - - - -  - - - - 

 SG2 12 - 1.27 ± 0.08 ghi  12 - 1.24 ± 0.14 ghi  1 - 1 ± NA i 

 SG3 20 - 1.18 ± 0.06 hi  18 - 1.08 ± 0.04 i  1 - 1 ± NA i 

M5 SG0 12 - 2.83 ± 0.30 a  12 - 2.58 ± 0.19 ab  15 - 1.13 ± 0.13 hi 

 SG1 - - - -  - - - -  - - - - 

 SG2 12 - 2 ± 0.25 ab-fg  12 - 1.92 ± 0.29 ab-fg  1 - 1 ± NA i 

 SG3 20 - 1.5 ± 0.17 de-hi  18 2 1.44 ± 0.18 de-hi  1 - 1 ± NA i 

 SG4 31 1 1.07 ± 0.05 i  26 2 1.08 ± 0.06 hi  - - - - 

M6 SG0 12 - 1.83 ± 0.24 bc-gh  9 1 2.33 ± 0.29 abcd  15 - 1 ± 0 i 

 SG1 - - - -  - - - -  - - - - 

 SG2 12 - 1.75 ± 0.25 bc-hi  12 - 2 ± 0.30 ab-fg  1 - 1 ± NA i 

 SG3 20 1 1.68 ± 0.19 cd-hi  16 - 1.69 ± 0.20 bc-hi  1 - 1 ± NA i 

 SG4 30 - 1.33 ± 0.13 fghi  24 - 1.88 ± 0.20 bc-fg  - - - - 

 SG5 46 1 1 ± 0 i  36 - 1.14 ± 0.07 hi  2 - 1 ± 0 i 

E1 SG0 9 - 1.78 ± 0.22 bc-hi  8 - 1.63 ± 0.18 cd-hi  12 - 1.58 ± 0.23 cd-hi 

 SG1 - - - -  - - - -  - - - - 

 SG2 12 - 2.17 ± 0.27 ab-de  12 - 2.08 ± 0.26 ab-ef  1 - 1 ± NA i 

 SG3 19 - 2.63 ± 0.23 a  16 - 2.44 ± 0.30 abc  - - - - 

 SG4 30 - 2.53 ± 0.29 ab  24 - 2.58 ± 0.21 ab  - - - - 

 SG5 42 - 1.36 ± 0.10 fghi  36 - 1.47 ± 0.12 de-hi  2 - 1 ± 0 i 

 SG6 42 - 1.12 ± 0.07 hi  62 1 1.28 ± 0.07 ghi  - - - - 

E2 SG0 9 - 1 ± 0 i  8 - 1 ± 0 i  12 - 1 ± 0 i 

 SG1 - - - -  - - - -  - - - - 

 SG2 12 - 1 ± 0 i  12 - 1 ± 0 i  1 - 1 ± NA i 

 SG3 19 - 1 ± 0 i  16 - 1 ± 0 i  - - - - 

 SG4 30 1 1 ± 0 i  24 - 1 ± 0 i  - - - - 

 SG5 42 - 1 ± 0 i  36 1 1 ± 0 i  2 - 1 ± 0 i 

 SG6 42 - 1 ± 0 i  61 - 1 ± 0 i  - - - - 

 SG7 122 - 1 ± 0 i  113 - 1 ± 0 i  7 - 1 ± 0 i 

Total Milieub 877 8 
1.41 ± 

0.03 
A  814 29 1.41 ± 0.03 A  219 5 1.05 ± 0.02 B 
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Tableau 9 : 

a Un premier test HSD de Tukey réalisé sur les différentes modalités de génération en fonction du milieu et des cycles 

clonaux, illustré par les lettres «a» à «i» 
b Un deuxième test HSD de Tukey réalisé sur les différents milieux BAP, NPA et Control pendant toute la durée de 

l’expérience, illustré par les lettres «A» à «C» 

 

 
Pour PtJE (Tableau 9 et Figure Supplémentaire 1 B), aucune pousse secondaire ne s'est allongée 

pendant M1 sur les milieux de culture testés ce qui signifie qu’aucune plante de génération  SG1 

n’a été obtenue. Pour chaque génération, le taux de multiplication était faible (moins de 1,2) 

lors du premier repiquage sur SMM (« Shoot Multiplication Medium ») (1,00 à 1,28) (Tableau 

9 et Figure Supplémentaire 1 B) et a ensuite présenté un pic entre les cycles M3 et M6. Les taux 

de multiplication les plus élevés ont été obtenus pour SG0 (avec un maximum de 2,83 et 2,68 

sur les milieux complétés avec BAP et NAP, respectivement) et ont diminué selon les 

générations. Après passage à l'étape d'élongation, le taux de multiplication a augmenté pendant 

E1, sauf pour SG0 (atteignant une moyenne de 2,15 pour les générations SG2 à SG5). 

Cependant, après cette forte augmentation du taux de multiplication sur E1, il n'y a plus eu de 

multiplication sur E2. 

 
Pour CaPP (Tableau 9 et Figure Supplémentaire 1 C), les pousses SG0 ont présenté peu ou pas 

de multiplications sur le milieu M1 avec RCs (1,00 et 1,03 pour BAP et NPA respectivement), 

et leur taux de multiplication est resté faible pour les cycles suivants (de M2 à M6, avec un 

maximum de 2,09). Les pousses SG1 à SG6 ont présenté un taux encore plus faible (entre 1,00 

BAP  NPA  Control 

Cycles Gen. des 

plants 

Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 

  Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 

  Nb de 

plants 

Nb 

morts 

Moyenne 

± se 

 

Taux de multiplication de Cordyline australis 'Pink Passion' 

(CaPP) 

 

    

 

    

M1 SG0a 38 3 1 ± 0 b 38 2 1.03 ± 0.03 b  32 1 1 ± 0 b 

M2 SG0 35 1 1.29 ± 0.08 ab 36 8 1.75 ± 0.11 ab  31 - 1 ± 0 b 

 SG1 - - - - 1 - 1 ± NA b  - - - - 

M3 SG0 34 11 1.74 ± 0.09 ab 28 8 1.95 ± 0.11 ab  31 3 1 ± 0 b 

 SG1 - -  - - 1 - 1 ± NA b  - - - - 

 SG2 13 6 1.14 ± 0.14 ab 22 6 1.25 ± 0.11 ab  - - - - 

M4 SG0 12 1 2.09 ± 0.21 a 12 - 1.75 ± 0.18 ab  16 - 1 ± 0 b 

 SG1 - -  - - 1 - 1 ± NA b  - - - - 

 SG2 5 3 1 ± 0 b 10 2 1 ± 0 b  - - - - 

 SG3 11 2 1.11 ± 0.11 ab 14 2 1.17 ± 0.11 ab  - - - - 

M5 SG0 11 - 1.18 ± 0.12 ab 12 - 1.5 ± 0.15 ab  16 - 1 ± 0 b 

 SG1 - -  - - 1 - 1 ± NA b  - - - - 

 SG2 2 - 1 ± 0 b 8 3 1.4 ± 0.25 ab  - - - - 

 SG3 9 5 1.25 ± 0.25 ab 12 5 1 ± 0 b  - - - - 

 SG4 13 3 1.1 ± 0.1 ab 11 3 1 ± 0 b  - - - - 

M6 SG0 8 - 1.5 ± 0.19 ab 9 - 1.44 ± 0.18 ab  13 - 1 ± 0 b 

 SG1 - -  - - 1 - 1 ± NA b  - - - - 

 SG2 2 1 1 ± NA b 5 1 1.25 ± 0.25 ab  - - - - 

 SG3 4 1 1 ± 0 b 7 2 1.8 ± 0.2 ab  - - - - 

 SG4 10 5 1 ± 0 b 8 - 1.5 ± 0.19 ab  - - - - 

 SG5 1 - 1 ± NA b 8 - 1.13 ± 0.13 ab  - - - - 

E1 SG0 8 - 1.88 ± 0.23 ab 9 2 1.14 ± 0.14 ab  13 - 1 ± 0 b 

 SG1 - - - - 1 - 1 ± NA b  - - - - 

 SG2 1 - 1 ± NA b 4 - 1 ± 0 b  - - - - 

 SG3 3 3 - - 5 1 1.25 ± 0.25 ab  - - - - 

 SG4 5 1 1.25 ± 0.25 ab 8 - 1 ± 0 b  - - - - 

 SG5 1 - 1 ± NA b 5 - 1 ± 0 b  - - - - 

 SG6 4 1 1 ± 0 b 14 - 1 ± 0 b  - - - - 

E2 SG0 8 1 1.71 ± 0.36 ab  7 2 1.4 ± 0.25 ab  13 - 1 ± 0 b 

 SG1 - - - -  1 - 1 ± NA b  - - - - 

 SG2 1 - 1 ± NA b  4 1 2.67 ± 0.88 a  - - - - 

 SG3 - - - -  4 - 1.75 ± 0.25 ab  - - - - 

 SG4 4 2 2.5 ± 0.5 a  8 2 3 ± 0.68 a  - - - - 

 SG5 1 - 3 ± NA a  5 - 2 ± 0.45 ab  - - - - 

 SG6 3 - 2 ± 0 ab  14 2 2 ± 0.28 ab  - - - - 

 SG7 8 1 3 ± 0.69 a  2 - 1 ± 0 b  - - - - 

Total Mediumb 255 51 1.41 ± 0.05 A  336 52 1.42 ±0.04 A  165 4 1 ± 0 B 
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et 1,25 sur BAP, et 1,00 et 1,50 sur NPA excepté ponctuellement 1,80 pour SG3 sur M6). La 

moyenne est ainsi de 1,09 et 1,21, pour tous les cycles de M1 à M6, pour BAP et NPA, 

respectivement (Tableau 9 et Figure Supplémentaire 1 C). Lors de la première étape 

d'allongement (E1), le taux de multiplication est resté faible  (1,88 pour SG0 et entre 1,00 et 

1,25 pour SG2 à SG6 sur BAP ; et 1,14 pour SG0 et entre 1,00 et 1,25 pour SG1 à SG6 sur 

NPA). En revanche, sur E2, les cycles SG2 à SG7 ont présenté des taux de multiplication 

jusqu’à 3,00 sur BAP et NPA. Une forte contamination bactérienne du matériel végétal reçu a 

provoqué une certaine perte de plantes lors de la micropropagation, en particulier pour SG3 

après M6 sur le milieu contenant la BAP. 

 

 
1.3. Suivi du taux de multiplication à long terme du genre Yucca 

 

Afin d’étudier l’effet de la culture à long terme des variétés, et plus particulièrement dans un 

contexte industriel, les cultivars Yucca gloriosa ‘Variegata’ et Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

ont été cultivés pendant près de 60 cycles clonaux successifs en boîtes de culture à une densité 

de 21 plants/boîte. 

 

Concernant Yucca gloriosa ‘Variegata’, après une phase d’augmentation progressive des taux 

de multiplication jusqu’au 30ème cycle environ (soit 90 semaines de culture), il y a eu une 

tendance à la diminution, même si cette dernière a été très progressive (Fig. 49A). Sur environ 

60 cycles successifs (soit environ 180 semaines de culture), la moyenne des taux de 

multiplication a été de l’ordre de 1,75, ce qui est inférieur aux taux obtenus par culture en tubes 

individuels. Cependant, il n’en est pas ressorti d’évolution significative sur l’ensemble des 60 

cycles (p-valeur = 0,239). 

Quant au Yucca flaccida ‘Golden Sword’, de la même manière, après une augmentation 

progressive des taux de multiplication jusqu’au 30ème cycle environ, les taux ont diminué, mais 

sans présenter une tendance générale à la diminution supplémentaire par la suite (Fig. 49B). 

Sur environ 60 cycles successifs, la moyenne des taux de multiplication a alors été de l’ordre 

de 1,876, pour une diminution significative des taux de multiplication au fur et à mesure des 

cycles de culture successifs (p-valeur = 0,005). 
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Figure 49 : Evolution des taux de multiplication à long terme du genre Yucca. 

Evolution des taux de multiplication en fonction du cycle de culture avec Yucca gloriosa ‘Variegata’ (A) et Yucca 

flaccida ‘Golden Sword’ (B). Cultivés avec une densité de 21 plants/boîte de 100 mL de milieu composé d’une base 

BSM additionnée de 66,59 µM de BAP. Chaque point correspond au taux de multiplication moyen obtenu à l’issue du 

repiquage des 126 plants à chaque cycle. Un indice de corrélation et la p-valeur ont été calculés et affichés d’après le 

test de Pearson. 

 

 
1.4. Etude de la concentration en NPA sur le taux de multiplication du genre Yucca 

 
Alors que l’ajout de NPA semble avoir eu un léger effet sur les taux de multiplication du genre 

Yucca, aucun effet significatif n’a été relevé pour Phormium et Cordyline. Ainsi pour voir les 

effets de la NPA sans la BAP, 21 plants de Yucca (YgVAR et YflGS) ont été repiqués en boîtes 

de culture sur deux cycles successifs avec différentes concentrations en NPA (0, 1 et 10 µM) 

(Cycle 1 et 2), suivis de deux cycles sur milieux enrichis en BAP à 66,59 µM (Cycle 3 et 4). 

Ne disposant plus de matériel végétal de Phormium et Cordyline, seules les variétés YgVAR et 

YflGS ont été utilisées, avec une forte concentration de NPA pour évaluer sa toxicité éventuelle 

à plus forte concentration. 

 

Il en est ressorti que pour les deux premiers cycles (sans cytokinines), aucune multiplication 

n’a été relevée quelque soit la concentration en NPA, et ce pour les 2 variétés (Fig. 50 et 51). 

Une diminution de la longueur des racines est cependant observable avec l’augmentation des 

concentrations en NPA pour les deux variétés (Fig. 50). Le troisième cycle, sur milieu 

additionné de cytokinines, n’a présenté aucune multiplication (les nouvelles pousses étant trop 

petites pour être individualisées), en accord avec les résultats précédents. En revanche, ces 

jeunes pousses s’étaient suffisamment développées pour être individualisées et former un taux 

de multiplication au cours du second cycle avec cytokinines, mais sans présenter de différences 

significatives entre les différentes concentrations en NPA (Fig. 51). 

 

 

A B 
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Figure 50 : Photographies de vitroplants de Yucca traités avec différentes concentrations de NPA. 

Pousses micropropagées de (A, B et C) Yucca gloriosa ‘Variegata’ et (D, E et F) Yucca flaccida ‘Golden Sword’ sur 

un milieu contenant une base BSM (A et D) sans régulateurs de croissance, (B et E) additionnée de 1 µM de NPA, ou 

(C et F) de 10 µM de NPA. Barre d'échelle = 2 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 51 : Evolution des taux de multiplication en fonction de la concentration en NPA et du cycle de 

culture chez Yucca. 

 (A) Yucca gloriosa ‘Variegata’ et (B) Yucca flaccida ‘Golden Sword’. Cultivés avec une densité de 21 plants/boîte de 

100mL de milieu composé d’une base BSM les 2 premiers cycles, puis d’une base BSM additionnée de 66,59 µM de 

BAP les cycles 3 et 4. Les moyennes de taux de multiplication qui ne sont pas reliées par la même lettre sont 

significativement différentes au seuil de probabilité de 0,05 par le test HSD de Tukey. 
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1.5. Etude de la stimulation de l’élongation du genre Cordyline 

 

Le genre Cordyline ayant révélé une faible élongation des plants en phase de micropropagation, 

des essais basés sur différentes concentrations en GA3 (acide gibbérellique) ont été menés. Cinq 

boîtes d’une trentaine de plants sur un milieu enrichi avec 4,44 µM de BAP et additionné de 

différentes concentrations en GA3 (0, 1,44, 2,89 ou 14,44 µM) ont été réalisées. A l’issue du 

troisième cycle clonal (pour que les plants aient bien absorbé les régulateurs de croissance et 

puissent révéler l’effet à une exposition prolongée et représentative d’un système de 

production), le nombre de nouvelles pousses, leur longueur, et le taux de multiplication (noté 

comme le nombre de plants individualisables à partir du nombre mis en culture) ont été mesurés. 

 

Il en ressort que le nombre de nouvelles pousses/plants sur le cycle observé a été d’environ 5 

sur le milieu témoin, sans que l’ajout de 1,44 ou 2,89 µM de GA3 n’aient apporté 

d’augmentation significative. En revanche, l’ajout de 14,44 µM a significativement diminué le 

nombre de pousses secondaires, avec environ 2,5 nouvelles pousses/plants (Fig. 52A à D et Fig. 

53A). La longueur de chacune des pousses secondaires a été d’environ 6mm sur le milieu 

témoin, et l’ajout de GA3 a diminué significativement le nombre de pousses secondaires au fur 

et à mesure de l’augmentation de sa concentration (Fig. 52A à D et Fig. 53B). Le taux de 

multiplication, calculé par le nombre de plants individualisables à chaque cycle, est d’environ 

2,4 sur le milieu Témoin, et l’ajout de GA3 diminue significativement ce taux avec 

l’augmentation de sa concentration (Fig. 52A à D et Fig. 53C). Le taux de multiplication étant 

surtout défini par les nouvelles pousses individualisables, c’est en premier lieu la croissance et 

l’élongation de ces dernières, plus que le nombre de nouvelles pousses formées,  qui affectent 

les taux de multiplication de la Cordyline australis, et l’ajout de GA3 semble ainsi affecter 

négativement les taux de multiplication. 
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Figure 52 : Photographies de vitroplants de Cordyline traitées à différentes concentrations de 

Gibbérellines sur les milieux de multiplication avec cytokinines.  

Photographies de pousses micropropagées de Cordyline australis ‘Red Star’ sur des milieux de multiplication avec 4,44µM de BAP 

et additionnés de GA3 à (A) 0 µM, (B) 1,44 µM, (C) 2,89 µM ou (D) 14,44 µM. Barre d'échelle = 1 cm. 

 

 

 
Figure 53 : Développement de vitroplants de Cordyline sur des milieux de multiplication additionnés de 

BAP et différentes concentrations de GA3. 

Développement de pousses micropropagées de Cordyline australis ‘Red Star’ sur des milieux de multiplication avec 

4,44µM de BAP et additionnés de 0 à 14,44 µM de GA3. Mesure (A) du nombre de nouvelles pousses par plants, (B) 

de la longueur des nouvelles pousses, et (C) du taux de multiplication par plants (nombre de pousses individualisables 

par plant mis en culture). Les données sont issues de 150 individus avec représentation de l’erreur standard. Les 

moyennes de taux de multiplication qui ne sont pas reliées par la même lettre sont significativement différentes au seuil 

de probabilité de 0,05 par le test HSD de Tukey. 
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2. Suivi de la stabilité de la panachure pendant le processus de culture in 

vitro 

 

2.1. Suivi des taux de conformité des vitroplants pendant 3 à 6 cycles de 

multiplication 

 
Pour évaluer la stabilité de la panachure et l'influence du milieu et du nombre de cycles de 

multiplication sur celui-ci, le phénotype des plantes produites a été observé et comparé après 

trois ou six cycles de multiplication, suivis d'un (pour YgVAR) ou deux cycles d'élongation 

(pour CaPP et PtJE). 

 

Pour Yucca 'Variegata', le phénotype de panachure était clairement visible pendant toutes les 

phases in vitro, en multiplication (Fig. 48 A-B et D) comme en élongation (Fig. 48 C). En 

revanche, pour Cordyline 'Pink Passion', le faible étalement des feuilles au cours de la phase de 

multiplication ne permet pas d’évaluer la panachure (Fig. 48 I-J), et le phénotype n'a pu être 

déterminé qu'après l'étape d'élongation (Fig. 48 K-L). Étant donné que les plantes in vitro de 

Phormium ‘Jessie’ n’expriment pas ou peu d’anthocyanes pendant la phase in vitro (Fig. 48 E-

F), le caractère de panachure n’a pu être noté que lors des phases d’acclimatation (Fig. 48 G-

H). Les plantes hors-type correspondent à des plantes albinos ou à des plantes à bordures 

blanches excessivement larges pour le Yucca (Fig. 48 D), des feuilles vertes non panachées pour 

Phormium (Fig. 48 H) et des feuilles pourpres non panachées (82 plantes hors-type obtenues 

sur les 87 au total) ou avec une panachure inversée (5 plantes hors-type obtenues sur les 87) 

pour Cordyline (Fig. 48 L). 

 

Le taux de non-conformité est faible pour YgVAR, modéré pour PtJE et élevé pour CaPP (Fig. 

R54 A, B, C, respectivement). Après six cycles de micropropagation, le taux de non-conformité 

était plus élevé qu'après trois cycles pour tous les cultivars (9,77 et 11,10  % contre 1,01 et 

2,33 % pour YgVAR (Fig. R54 A), 25 et 25,51 % contre 8,70 et 9,68 % pour PtJE (Fig. R54 

B), et 60,98 et 62,50 % contre 45,45 et 31,25 % pour CaPP (Fig. R54 C) sur les milieux 

contenant BAP et NPA, respectivement). Aucune différence significative n'a été trouvée entre 

les combinaisons BAP et NPA pour les trois cultivars (p-valeur > 0,05). Pour le PtJE, sur le 

milieu témoin, la panachure a été évaluée pour les dix plantes obtenues après six cycles de 

multiplication. Parmi les dix plantes obtenues, trois étaient hors-type (30 %), ce qui est similaire 

aux résultats BAP et NPA (p-valeur = 0,70, selon le test de Kruskal-Wallis). 
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Figure 54 : Évolution du taux de plantes hors-type (%) produites après trois ou six cycles sur milieu de 

multiplication BAP ou NAP pour trois variétés panachées de Yucca, Phormium et Cordyline. 

 (A) Yucca 'Variegata' (YgVAR), (B) Phormium 'Jessie' (PtJE), et (C) Cordyline 'Pink Passion' (CaPP). Milieux de 

multiplication (M1 à M6) : un milieu composé avec de la BAP (66,59 µM pour YgVAR ; 4,44 µM pour PtJE et CaPP) 

; et un milieu NPA : milieu composé avec les mêmes concentrations en BAP et additionné de 1 µM de NPA. Milieu 

d'élongation des pousses (E1 et E2) : Milieu sans RC pour toutes les plantes. Les plantes hors-type correspondent à des 

plantes albinos ou présentant des bordures excessivement larges pour YgVAR, des feuilles vertes non panachées pour 

le PtJE, et des feuilles violettes non panachées ou à panachure inversée pour le CaPP. L'observation phénotypique a été 

réalisée à la fin de l'étape d'enracinement pour Yucca et Cordyline, et pendant l'étape d'acclimatation pour Phormium. 

Les données phénotypiques bimodales (c’est-à-dire respectivement notées 0 pour le phénotype conforme et 1 pour le 

phénotype hors-type) ont été ajustées dans des modèles logistiques en prenant comme référence le résultat le plus bas 

: «***», «**», «*» et « . » représentent des p-valeurs < 0,001, 0,01, 0,05 et 0,1 respectivement. Les barres représentent 

l'erreur standard à la moyenne. 

 
 
Tableau 10 : Phénotypes des plantes micropropagées obtenues en fonction du phénotype parental mis 

en culture, toutes compositions de milieu confondues. 

 

Cultivars     
Plants issus de parents 

conformesa 
  

Plants issus de parents 

hors-typeb 
    

  
Nombre de   

plants 
  

Plants 

conformes 

(%)a 

Plants hors-

types (%)b 
  

Plants 

conformes 

(%)a 

Plants hors-

types (%)b 
  

Test du Chi²                              

(p-value) 

Yucca 'Variegata'c 2641   2417 (95.7%) 108 (4.3%)   41 (35.3%) 75 (64.7%)   2.2e-16 

Phormium 'Jessie'd 478   340 (75.4%) 111 (24.6%)   13 (48.1%) 14 (51.9%)   0.003694 

Cordyline 'Pink 

Passion'c 
148   63 (60.6%) 41 (39.4%)   0 (0%) 44 (100%)   3.344e-11 

a Feuilles vertes avec de fines bordures blanches, feuilles vertes avec une bande rose généralement au centre, et feuilles 

violettes avec des bords roses, respectivement pour YgVAR, PtJE, et CaPP. 
b Plantes albinos ou avec des bordures blanches excessivement larges, des feuilles vertes non panachées, et des feuilles 

violettes non panachées ou avec une panachure inversée, respectivement pour YgVAR, PtJE, et CaPP. 
c Le phénotype des plants micropropagés et des pousses parentales a été mesuré à la fin du processus de 

micropropagation, lors de l'étape d'enracinement. 
d Le phénotype des plants micropropagés et des pousses parentales a été mesuré lors de l'étape d'acclimatation car les 

pousses présentent peu d'anthocyanine lors du processus in vitro. 

 

 

Afin de déterminer si les pertes de panachure sont aléatoires ou déterminées par le phénotype 

des plantes repiquées à chaque cycle, le phénotype de chaque plante fille a été comparé à celui 

de la plante mère dont elle est issue et repiquée au cycle clonal précédent. Compte tenu que les 
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données n'étaient pas significativement différentes entre les plantes issues des milieux BAP et 

NPA, le Tableau 10 résume les résultats obtenus sur les deux milieux. 

 

Le phénotype de la plante mère est majoritairement transmis aux plantes filles (Tableau 10). En 

effet, une plante panachée conforme a généré des plantes filles fidèles au type dans 95,7  %, 

75,4 % et 60,6 % des cas pour le Yucca, le Phormium et la Cordyline, respectivement. De même, 

une plante mère hors-type a produit 64,7 %, 51,9 % et 100 % de plantes filles hors-type pour 

Yucca, Phormium et Cordyline, respectivement, sans modification du phénotype hors-type. 

Ainsi, pour les trois cultivars, il n'y a pas eu d'indépendance entre les phénotypes de la plante 

mère et de la plante fille (p-valeur = 2,2e-16, 0,003694 et 3,344e-11 pour YgVAR, PtJE et 

CaPP, respectivement, avec des tests Chi², Tableau 10). Cependant, un retour au phénotype 

original conforme a été observé à partir de plantes hors-type pour 35,3 % et 48,1 %, pour Yucca 

‘Variegata’ et Phormium ‘Jessie’, respectivement. Ce comportement de retour au phénotype 

original n'a cependant jamais été observé chez Cordyline 'Pink Passion'. 

 

Dans le but de déterminer l'évolution de la capacité des plantes conformes à fournir le même 

phénotype sur plusieurs cycles clonaux successifs, un suivi individualisé des plantes a été 

réalisé, et a permis de calculer le taux d'obtention de plants hors-type à partir de pousses 

strictement conformes grâce à une surveillance et un suivi accru à chaque repiquage (M1 à E1 

ou E2), permettant ainsi d’étudier l’évolution des pourcentages d’obtention de nouveaux plants 

hors-type issus de plants conformes, et par conséquent indépendamment du nombre de plants 

hors-type dans la population (Fig. 55). 

 

Pour le Yucca 'Variegata', le taux d'obtention de nouveaux hors-type est resté faible pendant les 

quatre premiers cycles de multiplication (moins de 2%), quel que soit le milieu (Fig. 55 A). Il 

a ensuite augmenté de manière significative pendant M5, puis s’est maintenu entre 5 et 7% 

pendant M6 et E1 (Fig. 55 A). 

Pour Phormium 'Jessie', les premiers cycles de multiplication n'ont produit que des plantes 

conformes au type pendant le cycle M2 avec BAP, et pendant les cycles M2 et M3 avec NPA 

(Fig. 55 B). Le taux d'obtention de nouvelles plantes hors-type par cycle de culture a ensuite 

augmenté progressivement jusqu'à 30 % ou plus sur M6 et E1 (Fig. 55 B). 

Pour Cordyline 'Pink Passion', peu de plantes conformes ont été observables après la production 

de pousses secondaires, et quel que soit le cycle de culture, en raison du faible taux de 

multiplication et de la forte mortalité des explants. De M2 à E2, le pourcentage d'obtention de 

nouvelles plantes non-conformes par cycle variait de 10 à 100 % avec une très forte variabilité, 

ne soulignant pas de tendance sur le long terme (Fig. 55 C). 

Aucun impact significatif du NPA sur le taux d'obtention de nouveaux hors-type à partir de 

pousses conformes n'a été démontré sur aucun des trois cultivars (Fig. 55). 
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Figure 55 : Evolution du taux de plantes hors-type obtenues à partir de pousses exclusivement conformes 

à chaque cycle, sur milieu de multiplication BAP ou NPA pour chacun des trois cultivars panachés Yucca 

gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ et Cordyline australis ‘Pink Passion’. 

 (A) Yucca 'Variegata' (YgVAR), (B) Phormium 'Jessie' (PtJE), et (C) Cordyline 'Pink Passion' (CaPP). Les 

conditions de culture et d’observation sont identiques à la figure 9, mais seules les plantes obtenues à partir 

de pousses conformes ont été prises en compte (les plantes issues de pousses hors-type ou dont le phénotype 

n'a pas pu être observé, par exemple dans le cas où la pousse a dégénéré pendant le processus, ont été 

exclues). Les données phénotypiques bimodales (c’est-à-dire notées 0 pour les phénotypes conformes et 1 

pour les phénotypes hors-type) ont été ajustées dans des modèles logistiques en prenant comme référence 

le résultat le plus bas: «***», «**», «*» et « . » représentent une p-valeur < 0,001, 0,01, 0,05 et 0,1 

respectivement. Les barres représentent l'erreur standard de la moyenne.   
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2.2. Suivi des taux de conformité à long terme du genre Yucca 

 

Afin d’étudier l’effet de la culture à long terme sur les cultivars, notamment sur les taux de 

conformité et plus particulièrement dans un contexte industriel, Yucca gloriosa ‘Variegata’ et 

Yucca flaccida ‘Golden Sword’ ont été cultivés pendant près de 60 cycles clonaux successifs 

en boîtes de culture à une densité de 21 plants/boîte, avec un processus de tri systématique des 

plants hors-type à chaque repiquage. L’objectif étant d’évaluer l’évolution des taux de 

conformité obtenus à partir de plants conformes à chaque cycle.  

 

Concernant YgVAR, aucune évolution significative du taux de conformité n’a été relevée en 

fonction du nombre de cycles clonaux (p-valeur = 0,648). Avec près de 60 cycles successifs 

sans évolutions majeures, le taux de conformité moyen par cycle est resté très élevé à 98,67 % 

(Fig. 56A). 

Quant à YflGS, il a révélé une augmentation significative du taux de conformité en fonction du 

nombre de cycles de culture successifs (p-valeur = 0,021). Avec près de 60 cycles de culture, 

le taux de conformité moyen est resté également très élevé à 94,04 %, et en augmentation avec 

les cycles successifs (Fig. 56B). 

L’étude de l’évolution des taux de conformité en fonction des taux de multiplication chez 

YgVAR et YflGS n’a pas révélé une corrélation significative, mais tout de même une tendance 

(p-valeur < 0,1 avec 0,076 et 0,091 pour YgVAR et YflGS respectivement). Il y aurait ainsi une 

tendance à la diminution de la conformité à mesure de l’augmentation des taux de multiplication 

chez ces deux variétés de Yucca (Fig. 57). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 : Evolution des taux de conformité en fonction du cycle de culture chez Yucca cultivé en boîtes 

de culture. 

(A) Yucca gloriosa ‘Variegata’ et (B) Yucca flaccida ‘Golden Sword’. Cultivés avec une densité de 21 

plants/boîte de 100 mL de milieu composé d’une base BSM additionnée de 66,59 µM de BAP. Chaque point 

correspond au taux de conformité moyen obtenu à l’issue du repiquage des 126 plants à chaque cycle. Un indice de 

corrélation et la p-valeur ont été calculés et affichés d’après le test de Pearson.  
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Figure 57 : Evolution des taux de conformité en fonction du taux de multiplication chez Yucca. 

 (A) Yucca gloriosa ‘Variegata’ et Yucca flaccida ‘Golden Sword’ (B). Cultivés avec une densité de 21 

plants/boîte de 100 mL de milieu composé d’une base BSM additionnée de 66,59 µM de BAP. Chaque point 

correspond au taux de multiplication moyen et au taux de conformité moyen obtenu à l’issue du repiquage des 126 

plants à chaque cycle. Un indice de corrélation et la p-valeur ont été calculés et affichés d’après le test de 

Pearson. 

 

 

3. Détermination de l’origine des méristèmes pendant la micropropagation  

 

Pour déterminer l'origine des nouvelles pousses, des observations histologiques ont été 

effectuées sur des échantillons lors des cycles de multiplication (Fig. 35). Pour chaque 

échantillon, la position du méristème apical caulinaire (SAM) était facilement localisée au 

centre entre les feuilles (Fig. 58 A et B, 59H, et 60A et I). D'autres zones méristématiques ont 

été identifiées en raison de caractéristiques spécifiques aux cellules méristématiques : de petites 

cellules isodiamétriques avec de petites ou pas du tout de vacuoles détectables, un rapport 

nucléo-cytoplasmique élevé et un cytoplasme coloré en bleu sous l’action du Naphthol Blue 

Black en raison de sa forte teneur en protéines (Fig. 58 F-G). 
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Figure 58 : Observations histologiques de plants in vitro de Yucca gloriosa ‘Variegata’. 

Les photographies représentent des pousses SG0 à 20 j du cycle M1 (A, D, G), et pendant le cycle M6 (B, 

C, E, F), et de nouvelles pousses SG5 pendant le cycle M6 (H, I). Les explants sont représentés sur milieu 

témoin (A, B, C), milieu NPA (D, E, F), et milieu BAP (G, H, I). Les flèches noires indiquent le méristème 

apical caulinaire ou « Shoot Apical Meristem » (SAM), les flèches bleues indiquent les méristèmes de 

axillaires ou « Axillary Bud Meristems » (AxM), et les flèches vertes indiquent les méristèmes axillaires 

(AxM) réprimés par le SAM. Barre d'échelle = 1 mm (B, D, E, G, H), 500 µm (A) ou 100 µm (C, F, I).  

 

 
Pour Yucca ‘Variegata’, dont plus de 1900 coupes ont été obtenues, ces zones méristématiques 

étaient toutes situées le long de la tige à l’aisselle des feuilles, correspondant à la position du 

méristème axillaire (AxM, Fig. 58 D, E, G, H). Sur le témoin, les axillaires étaient petits (Fig. 

58 A-C), sans primordium foliaire développé autour du dôme méristématique, avec une taille 

approximative de 100 µm et sans signes de développement actif (flèches vertes ; Fig. 58 A-C). 

En présence de RCs (BAP ; Fig. 58 D-I), les dômes méristématiques étaient plus grands (taille 

supérieure à 200 µm), montrant un développement actif de plusieurs primordia foliaires (flèches 

bleues ; Fig.58 D-I). 
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Figure 59 : Observations histologiques de plants in vitro de Phormium tenax ‘Jessie’. 

Les photographies représentent les pousses SG0 à 20 j du cycle M1 (A, C, D, G, J) et pendant le cycle M6 

(B, H, I), et les nouvelles pousses SG5 pendant le cycle M6 (E, F, K, L). Les plants sont représentés sur 

milieu témoin (A, B, C, D, E, F), milieu BAP (G, H, I) et milieu NPA (J, K, L). La flèche noire indiquent 

le méristème apical caulinaire (SAM), les flèches bleues indiquent les méristèmes  axillaires (AxM), les 

flèches vertes indiquent les méristèmes axillaires (AxM) partiellement réprimés par le SAM et avec un 

développement très faible, les flèches rouges indiquent les méristèmes adventifs ou « Adventitious Bud 

Meristem » (AdM), et enfin la flèche noire avec un * indiquent de nouvelles pousses trop développées pour 

déterminer leur origine (AxM ou AdM). Barre d'échelle = 1 mm (G, H, J, K), 500 µm (A, B, D, E), 100 µm 

(C, I, L) ou 50 µm (F). 
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Pour Phormium ‘Jessie’, dont plus de 2200 coupes ont été obtenues, toutes les zones 

méristématiques (à l’exception du SAM) étaient également situées le long de la tige à l’aisselle 

des feuilles quelque soient les conditions de milieu, ce qui pourrait à nouveau correspondre à 

des méristèmes axillaires (AxM ; Fig. 59 A, D). Sur le milieu Témoin, on peut observer des 

zones de méristèmes axillaires (flèches vertes ; Fig. 59 A-F) d'une taille de 50 à 100 µm et avec 

quelques petits primordia foliaires (Fig. 59 C, F). Dans des conditions avec RCs, un 

développement plus actif de nouvelles pousses était visible (BAP ; Fig. 59 G-L) ; les méristèmes 

axillaires présentaient alors une taille plus grande, de 100 à 150 µm, avec des primordia foliaires 

plus nombreux et plus grands (flèches bleues ; Fig. 59 I, L). Aucune différence n'a été observée 

entre les combinaisons BAP et NPA et entre les pousses SG0 (Fig. 59 B-C) et SG5 (Fig. 59E-

F) après la 6ème sous-culture. 

 

Pour la Cordyline 'Pink Passion', dont plus de 2000 coupes ont été obtenues, toutes les zones 

méristématiques (à l'exception du SAM) étaient situées le long de la tige à l'aisselle des feuilles 

pour les échantillons sur le milieu témoin (AxM, flèches vertes ; Fig. 60 A-C) avec une taille 

d'environ 50 µm et pas de primordium foliaire (Fig. 60 C). En présence des régulateurs de 

croissance, les méristèmes axillaires étaient observables au même endroit dans la partie 

supérieure de la tige (flèches bleues ; Fig. 60 D-E, I). Cependant, dans la partie inférieure de la 

tige, d'autres zones méristématiques apparaissaient, et pas nécessairement à l'aisselle des 

feuilles. Elles se composaient d'un grand dôme méristématique (100 à 200 µm) et de petits 

primordia foliaires (flèches rouges ; Fig. 60 E, G-H). Deux types de méristèmes, les méristèmes 

axillaires (AxM) dans la partie supérieure de la tige (flèches bleues ; Fig. 60 D-E, I) et les 

méristèmes adventifs (AdM) dans la partie inférieure (flèches rouges ; Fig. 60 E, G-H, J-K), 

ont donc été observés, et tous deux ont développé de nouvelles pousses secondaires. Les tiges 

et méristèmes axillaires ont présenté un système vasculaire dense et continu (flèches vertes et 

bleues ; Fig. 60 B et E), alors que dans la partie la plus basse de la pousse, les tissus induits par 

la présence des RCs présentaient un système vasculaire moins dense et ne continuaient pas 

nécessairement jusqu'à l'apparition des méristèmes adventifs (flèches rouges ; Fig. 60 H et K). 

 

Les observations effectuées sur toute la largeur des échantillons ont permis de déterminer qu'un 

seul méristème axillaire était observé par feuille, pour toutes les combinaisons de Yucca et 

Cordyline (Fig. 58 B, E, H et Fig. 60 B, E, J, respectivement), et pour la condition de contrôle 

de Phormium (Fig. 59 B, E), mais que dans le cadre de milieux avec RC pour Phormium, des 

zones distinctes de cellules méristématiques ont pu être observées à l'aisselle de certaines 

feuilles à proximité de méristèmes axillaires déjà existants (flèches bleues et rouges ; Fig. 59 

K-L). 
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Pour les trois espèces, les différences entre les échantillons sur le milieu témoin et les 

échantillons sur les milieux avec RC pouvaient déjà être observées à 20 j et persistaient jusqu'au 

6ème cycle de multiplication, date des dernières observations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 60 : Observations histologiques de plants in vitro de Cordyline australis ‘Pink Passion’. 

Les photographies représentent les pousses SG0 à 20 j du cycle M1 (A, D, G, I) et pendant le cycle M6 (B, 

C, E, F), et de nouvelles pousses SG5 pendant le cycle M6 (H, J, K). Les plants sont représentés sur milieu 

témoin (A, B, C), milieu BAP (D, E, F, G, H, J, K) et milieu NPA (I). Les flèches noires indiquent le 

méristème apical caulinaire (SAM), les flèches bleues indiquent les méristèmes axillaires (AxM), les 

flèches vertes indiquent les méristèmes axillaires (AxM) réprimés par le SAM, et les flèches rouges 

indiquent les méristèmes adventifs (AdM). Barre d'échelle = 1 mm (A, B, D, E, G, I, J), 200 µm (K) ou 100 

µm (C, F, H). 
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4. Observation phénotypique de la réponse des plants à des traitements 

affectant les marques épigénétiques 

 

Parmi les pistes de cause de la panachure, la modification de l’épigénome a été avancée. Si 

plusieurs outils ont été développés pour quantifier le niveau de méthylation de l’ADN, la plupart 

s’appuie sur la disponibilité de la séquence du génome de l’espèce. Comme aucune séquence 

n’est actuellement disponible sur nos espèces, il a été choisi de tester l’impact d’agents 

chimiques affectant l’épigénome directement sur le phénotype de panachure. Plusieurs agents 

chimiques ont ainsi été identifiés pour leur impact sur les marques épigénétiques. C’est le cas 

de la Zébularine, un inhibiteur de l’ADN méthyltransférase ayant un effet déméthylant de 

l’ADN, et le Trichostatin A, un inhibiteur de l’histone désacétylase provoquant une 

hyperacétylation des histones. Ces deux molécules impactent ainsi les processus de méthylation 

de l’ADN et de désacétylation des histones, deux processus distincts mais répresseurs de la 

transcription. L’objectif était alors de traiter des vitroplants de cultivars panachés avec ces deux 

molécules, et d’observer la réponse phénotypique sur la panachure en vue de déterminer si cette 

dernière est causée par des phénomènes épigénétiques. Ces essais ont alors été menés sur trois 

cv. panachés de Yucca (Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca filamentosa ‘Bright Edge’ et Yucca 

flaccida ‘Golden Sword’), tout d’abord avec une vingtaine de plants  pour une durée 

d’exposition de 42j et à différentes concentrations dans le cas de la Zébularine , et pendant la 

phase de multiplication pour observer l’impact sur les nouvelles pousses formées suite aux 

traitements. 

 

Pour les trois cultivars, un traitement de 42 j à 1,6 µM de Trichostatin A n’a pas affecté 

significativement le taux de survie des plants par rapport à la modalité Témoin (Fig. 61 A, E, I 

pour le Témoin, et Fig. 61 B, F et J pour le Trichostatin A ; Tableau 11). En revanche, les 

traitements pendant 42 j avec 40 ou 80 µM de Zébularine ont grandement affecté le taux de 

survie des plants, ne permettant pas d’assurer les notations phénotypiques et d’apprécier 

l’impact sur la panachure (Fig. 61 C, G et K, et 61 D, H et L respectivement ; Tableau 11). Dans 

une optique d’optimisation du protocole pour identifier la concentration et la durée d’exposition 

adéquate, de nouveaux essais ont été effectués en faisant varier les concentrations de Zébularine 

de 20 à 80 µM pour des durées de 7 à 42 j. Etant cependant limités par la quantité de matériel 

végétal disponible, ces nouveaux essais ont alors été effectués sur seulement 5 vitroplants. La 

réduction à 21j de traitement pour 40 ou 80 µM n’a pas apporté d’amélioration aux taux de 

survie des plants (Tableau 11). Concernant YgVAR, les taux de survie ont atteint 20% lorsque 

la durée d’exposition à 40 µM était réduite à 7j, et 40% lorsque la concentration était réduite à 

20 µM pour 7j, 21j ou 42j (Tableau 11). Pour YflGS, le taux de survie a atteint 20% uniquement 

lorsque la concentration et la durée d’exposition étaient abaissées à 20 µM pour 7j (Tableau 
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11). Enfin, pour YfBE, les taux de survie ont atteint 60 % lorsque la durée d’exposition à 40 

µM était réduite à 7j, et 20 % à 60 % lorsque la concentration était réduite à 20 µM pour 42 j, 

21 j et 7 j (Tableau 11). 

 

Si les taux de survie ont été améliorés, la multiplication s’est avérée grandemen t inhibée sous 

l’effet des différents traitements de Zébularine, ne permettant donc pas d’étudier leur impact 

sur le phénotype des nouvelles pousses. Pour les trois cultivars de Yucca, le traitement au 

Trichostatin A pour une durée de 42 j n’a pas montré d’impact sur le taux de non-conformité 

par rapport au milieu Témoin (Fig. 62). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Partie 3.     Résultats 

 

153 

 

 

 
 

Figure 61 : Photographies de vitroplants de Yucca traités à différentes concentrations d’agents affectant 

les marques épigénétiques. 

Photographies de pousses micropropagées de (A, B, C, D) Yucca gloriosa ‘Variegata’, (E, F, G, H) Yucca 

filamentosa ‘Bright Edge’, et (I, J, K, L) Yucca flaccida ‘Golden Sword’. Les photographies représentent 

des plantes in vitro après deux cycles de multiplication (base BSM additionnée de 66,59 µM pour YgVAR 

et YflGS, et 22,20 µM pour YflBE), et un cycle d’élongation d’élongation (base BSM sans RC), sur des 

modalités Témoin (A, E, I), ou après un traitement de 42 j à 1,6 µM de Trichostatin A (B, F, J), et 40 µM 

(C, G, K) ou 80 µM de Zébularine (D, H, L). Barre d'échelle = 1 cm. 
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Tableau 11 : Taux de survie des vitroplants traités avec différents agents affectant les marques 

épigénétiques selon différentes concentrations. 

Taux de survie des plants cultivés in vitro sur deux cycles de multiplication (base BSM additionnée de 

66,59 µM pour YgVAR et YflGS, et 22,20 µM pour YflBE), deux cycles d’élongation d’élongation (base 

BSM sans RC), et un cycle d’enracinement (base BSM additionnée de 5,71 µM d’IAA), après un traitement 

à différentes concentrations et durées de Trichostatin A et Zébularine 

 

Traitement Concentration Durée Nb plants Survie (%) 

Yucca gloriosa 'Variegata'    
Témoin -  20 90% 

Trichostatin A 1,6 µM 42j 20 75% 

Zébularine 20 µM 42j 5 40% 

 20 µM 21j 5 40% 

 20 µM 7j 5 40% 

 40 µM 42j 20 5% 

 40 µM 21j 5 0% 

 40 µM 7j 5 20% 

 80 µM 42j 5 0% 

 80 µM 21j 5 0% 
     

Yucca flaccida 'Golden Sword'   
Témoin -  20 100% 

Trichostatin A 1,6 µM 42j 20 95% 

Zébularine 20 µM 42j 5 0% 

 20 µM 21j 5 0% 

 20 µM 7j 5 20% 

 40 µM 42j 20 0% 

 40 µM 21j 5 0% 

 40 µM 7j 5 0% 

 80 µM 42j 5 0% 

 80 µM 21j 5 0% 
     

Yucca filamentosa 'Bright Edge'   
Témoin -  20 95% 

Trichostatin A 1,6 µM 42j 20 100% 

Zébularine 20 µM 42j 5 20% 

 20 µM 21j 5 20% 

 20 µM 7j 5 60% 

 40 µM 42j 20 25% 

 40 µM 21j 5 0% 

 40 µM 7j 5 60% 

 80 µM 42j 5 0% 

 80 µM 21j 5 0% 
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Figure 62 : Comparaison du taux de plantes hors-type (%) produites après traitement au Trichostatin 

A chez 3 cultivars panachés de Yucca. 

Comparaison du taux de plantes hors-type (%) produites après deux cycles de multiplication (base BSM 

additionnée de 66,59 µM pour YgVAR et YflGS, et 22,20 µM pour YflBE), deux cycles d’élongation (base 

BSM sans RC), et un cycle d’enracinement (base BSM additionnée de 5,71 µM d’IAA), à partir de 20 plants 

in vitro de Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca filamentosa ‘Bright Edge’ et Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

traités à 0 ou 1,6 µM de Trichostatin A. Les données phénotypiques bimodales (c’est-à-dire respectivement 

notées 0 pour le phénotype conforme et 1 pour le phénotype hors-type) ont été ajustées dans des modèles 

logistiques en prenant comme référence la modalité Témoin : «***», «**», «*» et « . » représentent des p-

valeurs < 0,001, 0,01, 0,05 et 0,1 respectivement, et « ns » une différence non significative. Les barres 

représentent l'erreur standard à la moyenne.  
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Chapitre 4 : Etude comparative de l’expression génique de tissus 

panachés et non panachés de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

 

Avant-propos 

 

L’étude des variations d’expression génique entre les  différents tissus panachés avaient pour 

objectifs d’étudier les différences de régulation génique des tissus selon leur phénotype, encore 

jamais étudiées chez une Asparagaceae. Le choix de variété s’est porté sur le Yucca flaccida 

‘Golden Sword’ pour la séparation très nette et la grande largeur de ses différents tissus 

panachés, facilitant les étapes de prélèvement et d’extraction d’ARN, mais également pour la 

relative facilitée d’obtention de plants OT (non-conformes et non-panachés). L’objectif était 

ainsi de comparer les tissus de plusieurs phénotypes obtenus simultanément en 

micropropagation : la zone centrale jaune du limbe et les bordures vertes d’individus panachés 

et conformes (Yucca flaccida ‘Golden Sword’ TTT), avec la zone centrale et les bordures vertes 

d’individus non conformes et non-panachés présentant des feuilles uniformément vertes (Yucca 

flaccida ‘Golden Sword’ OT). La comparaison des quatre types de tissus (avec 3 réplicats 

chacun) permettant ainsi de réduire le maximum de biais liés notamment à la position des 

cellules sur la feuille, pour conserver majoritairement les différences liées à la panachure.  

 

 

1. Assemblage de novo du transcriptome et analyse bio-informatique 

 

Au total, pour les 12 extractions d’ARN effectuées et leur séquençage, le nombre de reads a 

varié entre 18 et 25 000 000 (Tableau 12), et après assemblage de novo du transcriptome, 185 

746 unigènes différents ont été obtenus (Tableau 12). Un Blast fut ensuite effectué, avec plus 

de 50% d’annotation dans les bases de données NR, NT et Swissprot, 2,65% ont été annotés 

dans toutes les bases et 71,74% ont été annotés dans au moins une base de données (Tableau 

12) fournissant une bonne couverture d’annotation. Une ACP et une analyse en cluster ont été 

réalisées sur les profils d’expression des 12 extractions . Dans l’axe 1 de cet ACP (représentant 

46% de la variabilité entre les échantillons), on observe que le réplicat PB-R1 (réplicat R1 du 

tissu PB, correspondant aux bordures de feuilles de YflGS TTT) apparaît éloigné des autres 

réplicats des mêmes tissus (PB-R2 et PB-R3), alors que les réplicats de tous les autres tissus 

sont regroupés ensembles, montrant une bonne homogénéisation des réplicats (Fig. 63). De 

même, l’analyse de cluster confirme une bonne homogénéisation de tous les réplicats 

biologiques, excepté pour PB-R1 (Fig. 64). Sous la possibilité d’une dégradation ou d’une 

contamination des extractions d’ARN, il a alors été décidé d’écar ter ce réplicat des analyses 

suivantes portant sur les différences d’expression. 
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Tableau 12 : Résultats du séquençage, des données d’assemblage de novo et d’annotations des différents 

tissus panachés de Yucca flaccida ‘Golden Sword’  

Résultats du séquençage, des données d’assemblage de novo et d’annotations à partir de l’extraction ARN 

de bordures vertes et de zones centrales jaunes de feuilles conformes ou vertes pour des feuilles non-

conformes de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

 

Données de Séquençage   
Clean reads de PB-1a 24879475  
Clean reads de PB-2 23745257  
Clean reads de PB-3 23791615  
Clean reads de PC-1b 20758818  
Clean reads de PC-2 19678952  
Clean reads de PC-3 25676366  
Clean reads de UB-1c 22247621  
Clean reads de UB-2 21244569  
Clean reads de UB-3 24867235  
Clean reads de UC-1d 20906568  
Clean reads de UC-2 18163602  
Clean reads de UC-3 27949471  

    
Données d'assemblage de novo  
Nombre d'Unigene 185746  

    
Statistiques d'annotations   
Nombre d'Unigenes 185746 100,00% 

Annotés dans NR 103792 55,88% 

Annotés dans NT 101385 54,58% 

Annotés dans KO 48730 26,23% 

Annotés dans Swissprot 97661 52,58% 

Annotés dans PFAM 33139 17,84% 

Annotés dans GO 29448 15,85% 

Annotés dans KOG 37235 20,05% 

Annotés dans toutes les bases 4923 2,65% 

Annoté dans au moins une base 133248 71,74% 
a PB pour « Panachée Bordure » (bordure verte de plante panachée) 
b PC pour « Panachée Centrale » (zone centrale jaune de plante panachée) 
c UB pour « Unie Bordure » (bordure verte d’une feuille hors-type uniformément verte) 
d UC pour « Unie Centrale » ( zone centrale verte d’une feuille hors-type uniformément verte) 
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Figure 63 : Analyse en Composante Principale sur les données d’expression RNAseq des différents tissus 

et réplicats biologiques. 

Analyse en Composante Principale sur les données d’expression des douze  extractions PB-1, PB-2, PB-3, 

PC-1, PC-2, PC-3, UB-1, UB-2, UB-3, UC-1, UC-2, UC-3. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 64 : Analyse en cluster des différences d’expression génique des différents tissus et réplicats 

biologiques. 

Analyse en cluster des différences d’expression génique des douze extractions PB -1, PB-2, PB-3, PC-1, 

PC-2, PC-3, UB-1, UB-2, UB-3, UC-1, UC-2, UC-3. 
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2. Gènes différentiellement exprimés (DEGs) 

 

Les comparaisons deux à deux effectuées sur les quatre différents types de tissus ont permis de 

réaliser six comparaisons différentes (Tableau 13). Les plus faibles nombres de DEGs 

(« Differentially Expressed Genes », pour les gènes différentiellement exprimés) sont relevés 

entre les tissus centraux et périphériques des feuilles unies (77 DEGs entre UC et UB), alors 

que le plus grand nombre de DEGs a été relevé entre les tissus centraux des feuilles panachées 

et ceux des feuilles non-panachées (5415 DEGs entre PC et UC) (Tableau 13). Un diagramme 

de Venn réalisé entre le tissu jaune (PC) et les 3 tissus verts (PB, UC et UB), a alors mis en 

évidence qu’une grande majorité des DEGs sont communs entre UC et UB, signifiant que la 

majorité des différences sont situées entre les feuilles panachées et unies (2839 DEGs, Fig. 

65A). Le plus grand nombre de DEGs étaient ensuite uniques à PC/UC (2034), puis uniques à 

PC/UB (1291) et enfin à PC/PB (515 ; Fig. 65A). A l’inverse, seulement 96 DEGs étaient 

communs entre PB et UB, correspondant aux DEGs liés à la différence entre la bordure et le 

limbe central vert d’une plante panachée et non-panachée respectivement (Fig. 65A). Enfin, les 

trois comparaisons incluant le tissu jaune (PC) et les 3 tissus verts (PB, UC et UB) a mis en 

évidence un total commun de 471 DEGs dont 414 annotés dans au moins une base de données 

(Fig. 65A et B respectivement). Sur ces 414 DEGs, les gènes les plus significativement hyper-

régulés dans les tissus jaunes PC appartiennent à des fonctions de « biosynthèse et métabolisme 

des glycanes » et à des fonctions de « repliement, tri et dégradation » (Tableau 14). A l’inverse, 

les gènes les plus significativement hypo-régulés appartiennent à des fonctions de « 

métabolisme énergétique », « photosynthèse » et « Phosphorylation oxydative », « métabolisme 

global » et « traduction » (Tableau 15). Au total, ce sont ainsi 151 et 248 gènes annotés dans la 

base SwissProt et respectivement hyper et hypo-régulés dans les tissus jaunes (PC versus PB, 

UC et UB), et pouvant servir pour les tests d’enrichissement entre les tissus jaunes et les trois 

tissus verts. 

 

 
Tableau 13 : Résultats des analyses RNAseq et des différences d’expression génique (DEGs) sur les 

différents tissus étudiés. 

Résultats des analyses RNAseq et des différences d’expression génique (DEGs) à partir de comparaisons 

deux à deux des quatre types de tissus différents : PB (bordure verte de plante panachée), PC (zone centrale 

jaune de plante panachée), UB (bordure verte d’une feuille hors -type uniformément verte) et UC (zone 

centrale verte d’une feuille uniformément verte).  

 

Données de RNAseq (up / down)   

DEGs PC/UC 5415  ( 3145↑ / 2270↓ ) 

DEGs PB/UB 3183  ( 1828↑ / 1355↓ ) 

DEGs UC/UB 77  ( 36↑ / 41↓ ) 

DEGs PC/PB 1153  ( 497↑ / 656↓ ) 

DEGs PC/UB 4697  ( 2364↑ / 2333↓ ) 

DEGs PB/UC 3782  ( 2249↑ / 1533↓ ) 
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Figure 65 : Diagramme de Venn des gènes différentiellement exprimés en fonction des différentes 

comparaisons de tissus panachés. 

Diagramme de Venn des gènes différentiellement exprimés des comparaisons deux à deux entre PC vs UC, 

PC vs UB et PC vs PB sur l’ensemble des DEGs (A), et sur  les DEGs annotés dans au moins une base de 

données (B). 

 

 

 

 
Tableau 14 : Liste des gènes les plus significativement hyper-régulés dans les tissus de panachure jaune.  

Liste des gènes présentant un Log2FoldChange < -1,5 dans les différentes comparaisons avec les tissus 

verts, et leur description de fonctions KEGG. 

 

Gène 
PC vs UC    

log2FC 

PC vs UB    

log2FC 

PC vs PB    

log2FC 
Description de fonctions KEGG 

Biosynthèse et métabolisme des glycanes // Transport et catabolisme 

Cluster_20123_92006 10,0 9,1 4,0 Dégradation des glycosaminoglycanes // 

Lysosome 

Métabolisme global et général // Métabolisme des acides aminés 

Cluster_20123_101672 3,6 3,0 1,9 Biosynthèse des acides aminés // Métabolisme de 

l'arginine et de la proline 

Repliement, tri et dégradation 
  

 
Cluster_51090_2 4,2 4,2 3,8 Traitement des protéines dans le réticulum 

endoplasmique 

Cluster_20123_33688 4,5 4,6 2,5 Traitement des protéines dans le réticulum 

endoplasmique 

Cluster_20123_59469 4,5 3,6 1,7 Traitement des protéines dans le réticulum 

endoplasmique 

Cluster_20123_33692 2,8 2,2 1,5 Traitement des protéines dans le réticulum 

endoplasmique 

Adaptation environnementale 
  

 
Cluster_52233_4 7,8 5,9 2,5 Interaction plante-pathogène 

PC pour « Panachée Centrale » (zone centrale jaune de plante panachée) 

PB pour « Panachée Bordure » (bordure verte de plante panachée) 

UB pour « Unie Bordure » (bordure verte d’une feuille hors-type uniformément verte) 

UC pour « Unie Centrale » (zone centrale verte d’une feuille hors-type uniformément verte) 

 

 

 

 

 

A B 
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Tableau 15 : Liste des gènes les plus significativement hypo-régulés dans les tissus de panachure jaune. 

Liste des gènes présentant un Log2FoldChange < -1,5 dans les différentes comparaisons avec les tissus 

verts, et leur description de fonctions KEGG. 

 

Gène 
PC vs UC    

log2FC 

PC vs UB    

log2FC 

PC vs PB    

log2FC 
Description de fonctions KEGG 

Métabolisme énergétique 
  

 
Cluster_20123_23706 -4,5 -5,0 -5,2 Phosphorylation oxydative 

Cluster_20123_23673 -1,8 -1,5 -2,6 Phosphorylation oxydative 

Cluster_20123_72766 -2,1 -1,9 -1,8 Phosphorylation oxydative 

Métabolisme énergétique // Photosynthèse 
 

 
Cluster_20123_85164 -7,7 -8,0 -8,3 Phosphorylation oxydative // Photosynthèse 

Cluster_20123_97955 -3,3 -4,3 -4,5 Phosphorylation oxydative // Photosynthèse 

Cluster_20123_79685 -2,9 -3,4 -3,5 Phosphorylation oxydative // Photosynthèse 

Cluster_20123_86004 -5,7 -2,6 -1,8 Phosphorylation oxydative // Photosynthèse 

Photosynthèse 
   

 
Cluster_20123_27359 -6,3 -6,6 -7,4 Photosynthèse 

Cluster_20123_22121 -6,5 -7,1 -6,8 Photosynthèse 

Cluster_20123_27358 -5,5 -5,4 -6,3 Photosynthèse 

Cluster_20123_22122 -6,0 -6,8 -6,2 Photosynthèse 

Cluster_20123_27360 -5,0 -6,3 -6,1 Photosynthèse 

Cluster_20123_19953 -4,4 -6,1 -5,8 Photosynthèse 

Cluster_20123_6359 -4,8 -6,2 -5,4 Photosynthèse 

Cluster_20123_34662 -6,9 -6,7 -5,0 Photosynthèse 

Cluster_20123_83913 -3,7 -5,0 -4,6 Photosynthèse 

Cluster_20123_34660 -3,1 -4,2 -3,7 Photosynthèse 

Cluster_20123_13522 -2,7 -3,2 -3,5 Photosynthèse 

Cluster_20123_26228 -1,7 -3,4 -2,5 Photosynthèse 

Cluster_20123_13520 -2,0 -2,6 -2,1 Photosynthèse 

Métabolisme nucléotique // Transcription 
 

 
Cluster_20123_34339 -2,5 -3,3 -2,3 Métabolisme des purines // Métabolisme de la 

pyrimidine // ARN polymérase 

Métabolisme des terpénoïdes et des polycétides  
Cluster_20123_50537 -2,0 -1,9 -2,3 Biosynthèse des caroténoïdes 

Métabolisme global et général // Métabolisme des glucides // Métabolisme énergétique 

Cluster_20123_11930 -4,4 -5,8 -5,1 Métabolisme du carbone // Métabolisme du 

glyoxylate et du dicarboxylate // Fixation du 

carbone dans les organismes photosynthétiques 

Métabolisme global et général // Métabolisme des glucides // Métabolisme énergétique // Métabolisme lipidique 

Cluster_20123_9818 -1,8 -2,0 -1,7 Métabolisme du carbone // Métabolisme des 

acides gras // Métabolisme des pyruvates // 

Métabolisme du propanoate // Voies de fixation du 

carbone chez les procaryotes // Biosynthèse des 

acides gras // Biosynthèse des tétracyclines 

Transport membranaire 
   

 
Cluster_41853_3 -6,4 -5,5 -3,8 Transporteurs ABC 

Traduction 
   

 
Cluster_20123_88116 -5,1 -5,6 -5,9 Ribosome 

Cluster_20123_29839 -4,0 -3,8 -3,9 Ribosome 

Cluster_20123_81689 -3,3 -3,7 -3,3 Facteurs de transcription 

Repliement, tri et dégradation 
  

 
Cluster_20123_87159 -3,3 -3,3 -3,7 Protéasome 

PC pour « Panachée Centrale » (zone centrale jaune de plante panachée) 

PB pour « Panachée Bordure » (bordure verte de plante panachée) 

UB pour « Unie Bordure » (bordure verte d’une feuille hors-type uniformément verte) 

UC pour « Unie Centrale » (zone centrale verte d’une feuille hors-type uniformément verte) 
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3. Analyses d’enrichissement des gènes exprimés 

 

Pour mieux comprendre et analyser les 151 et 248 gènes hyper et hypo-régulés dans le tissu 

jaune comparé aux tissus verts, des analyses d’enrichissement sur les termes de fonctions GO 

(Gene Ontology) ont été effectués via l’application de WebGestalt. Sur les 151 gènes hyper-

régulés, 52 étaient des gènes uniques (34,43%), alors que pour les 248 gènes hypo-régulés, 79 

étaient uniques (31,85%) (Fig. 66). Les huit principales fonctions hyper-régulées étaient le 

processus métabolique (BP : biological process, 30/52), les membranes (CC : cellular 

component, 23/52), la réponse aux stimulus (BP, 20/52), la liaison aux protéines (MF : 

molecular function, 20/52), les ions de liaisons (MF, 19/52), les mitochondries (CC, 17/52), 

l’enveloppe (CC, 14/52), et la régulation biologique (BP, 13/52), soit 3 fonctions BP, 3 CC et 

2 MF (Fig. 66A). A l’inverse, pour les fonctions hypo-régulées, les huit principales fonctions 

étaient les processus métaboliques (BP, 51/79), la membrane (CC, 32/79), la réponse aux 

stimulus (BP, 25/79), la régulation biologique (BP, 24/79), les ions de liaisons (MF, 23/79), les 

protéines de liaison (MF, 21/79), l’activité d’hydrolase (MF, 18/79), et les processus de 

développement (BP, 17/79). Soit 4 fonctions BP, 1 CC et 3 MF (Fig. 66B). Si les fonctions de 

Processus Biologiques et Fonctions Moléculaires ne semblent pas davantage représentées, c’est 

surtout les fonctions de Composants Cellulaires qui semblent moins représentées dans les gènes 

hypo-régulés dans les tissus jaunes (PC) (Fig. 66 A et B). 
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Figure 66 : Histogrammes d’enrichissement des gènes exprimés selon les termes d’Ontologie des Gènes.  

Histogrammes d’enrichissement des gènes exprimés selon les termes d’Ontologie des Gènes et des trois 

classifications : Processus Biologiques (BP en rouge), Composants Cellulaires (CC en bleu) et Fonctions 

Moléculaires (MF en vert), effectués sur les gènes hyper-régulés (A) ou Hypo-régulés (B) dans les tissus 

de panachure jaune. 

 

Concernant l’analyse des voies et des catégories fonctionnelles, pour les fonctions de Processus 

Biologiques, les 52 et 79 gènes hyper et hypo-régulés, ne participaient respectivement qu’à une 

seule catégorie avec une valeur ajustée significative de FDR (<0,05) : le repliement des 

protéines (« protein folding ») et le processus catabolique de substances (« drug catabolic 

process ») respectivement (Fig. 67A et B respectivement). Concernant les fonctions de 

Composants Cellulaires, quatre catégories sont significatives chez les gènes hyper -régulées, 

avec les fonctions affectant les nucléoïdes (« nucleoid »), la chaîne respiratoire (« respiratory 

A 

B 
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chain »), les thylakoïdes (« thylakoid part ») et les mitochondries (« mitochondrial part ») (Fig. 

68A), contre une seule avec les composants de la membrane (« anchored component of 

membrane ») chez les gènes hypo-régulées (Fig. 68B). Enfin pour les Fonctions Moléculaires, 

deux catégories sont significatives chez les gènes hyper-régulées dans les tissus jaunes avec les 

liaisons de protéines chaperones (« chaperone binding ») et les liaisons aux protéines dépliées 

(« unfolded protein binding »), alors qu’aucune catégorie n’a été significative (c’est-à-dire 

présentant un FDR < 0,05) avec les gènes hypo-régulés (Fig. 69A et B respectivement). 

 

D’après la figure 70A, les fonctions de gènes de la voie KEGG les plus enrichies chez les gènes 

hyper-régulés des tissus de panachure jaune sont ceux impliqués dans la dégradation des 

glycosaminoglycanes (« Glycosaminoglycan degradation »), dans le métabolisme de la cystéine 

et de la méthionine (« Cysteine and methionine metabolism »), la biosynthèse d’alcalo ïdes 

d’isoquinoline (« Isoquinoline alkaloid biosynthesis »), le métabolisme de la phénylalanine (« 

Phenylalanine metabolism »), et la biosynthèse des alcaloïdes du tropane, de la pipéridine et de 

la pyridine (« Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis »). Et enfin, les fonctions 

KEGG les plus enrichies chez les gènes hypo-régulés des tissus de panachure jaune sont la 

biosynthèse de la cutine, subérine et cire (« Cutin, suberine and wax biosynthesis »), la 

dégradation des glycosaminoglycanes (« Glycosaminoglycan degradation »), la biosynthèse du 

monobactame (« Monobactam biosynthesis »), le métabolisme des sélénocomposés 

(« Selenocompound metabolism »), et la photosynthèse (« Photosynthesis ») (Fig. 70B). 
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Figure 67 : Réseau des dix catégories de Processus Biologiques les plus enrichies dans les tissus jaunes 

(PC : Panaché Central). 

Réseau des dix catégories de Processus Biologiques les plus enrichies dans les tissus PC (Panaché Central) 

basés sur les termes d’ontologies de gènes à partir (A) des gènes hyper- ou (B) hypo-régulés dans la liste 

de gènes différentiellement exprimés (DEGs). 
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Figure 68 : Réseau des dix catégories de Composants Cellulaires les plus enrichies dans les tissus jaunes 

(PC : Panaché Central). 

Réseau des dix catégories de Composants Cellulaires les plus enrichies dans les ti ssus PC (Panaché Central) 

basés sur les termes d’ontologies de gènes à partir des gènes hyper - (A) ou hypo-régulés (B) dans la liste 

de gènes différentiellement exprimés (DEGs). 

 

A 

B 



Partie 3.     Résultats 

168 

 

 
Figure 69 : Réseau des dix catégories de Fonctions Moléculaires les plus enrichies dans les tissus jaunes 

(PC : Panaché Central). 

Réseau des dix catégories de Fonctions Moléculaires les plus enrichies dans les tissus PC (Panaché Central) 

basés sur les termes d’ontologies de gènes à partir des gènes hyper- (A) ou hypo-régulés (B) dans la liste 

de gènes différentiellement exprimés (DEGs). 
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Figure 70 : Diagramme de dispersion des facteurs d'enrichissement dans la voie KEGG sur les tissus de 

panachure jaune. 

Diagramme de dispersion des facteurs d'enrichissement dans la voie KEGG sur les tissus de panachure 

jaune chez (A) les gènes hyper ou (B) hypo-régulés. Chaque bulle représente une fonction enrichie, et la 

taille de la bulle est définie avec six gradients en fonction de la valeur p, de petit à grand, représentant les 

différents niveaux de significativité : * (0,01 < = valeur p <0,05), ** (0,001 <= valeur p <0,01), *** (0,0001 

<= valeur p <0,001), **** (1e-10 <= valeur p <0,0001), ***** (1e-20 <= valeur p <1e-10), ****** (valeur 

p <1e-20), en fonction du nombre de gènes d'entrée dans ce terme. Les différentes couleurs représentent 

des nœuds appartenant à des modules de fonctions proches dans un réseau de structure, définis à l'aide d e 

l'algorithme Infomap. Pour chaque module, s'il y a plus de 5 termes, les 5 premiers avec le taux 

d'enrichissement le plus élevé seront affichés.  
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4. Validation par PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) 

 

Quelques gènes parmi les plus significativement exprimés entre les tissus centraux de feuilles 

panachées (tissus jaunes PC) et les tissus verts de bordures de feuilles panachées ou de zones 

centrales ou périphériques de feuilles non-panachées (PB, UC et UB respectivement) ont été 

sélectionnés pour une analyse par PCR quantitative en temps réel pour vérifier leur niveau 

d’expression. Dix-neuf gènes hypo-régulés dans les tissus PC étaient liés à des fonctions de 

« Photosynthèse et Phosphorylation oxydative » (13/19), ou liés au ribosome (1/19), au 

protéasome (1/19), au métabolisme du carbone (1/19) ou de la purine, pyrimidine et ARN 

polymérase (1/19), à des facteurs de transcription (1/19) ou des transporteurs ABC (1/19). 

Quatre gènes hyper-régulés dans les tissus PC étaient liés au traitement des protéines  dans le 

réticulum endoplasmique (2/4), aux interactions plante-pathogène (1/4), ou à la dégradation du 

glycosaminoglycane (1/4). 

Sur les 23 gènes, 22 ont présenté un seul produit d’amplification. Le  « Cluster_20123_92006 » 

a présenté deux produits d’amplification, ce qui laisse penser que le couple d’amorces 

sélectionné était capable d’amplifier deux gènes, probablement proches (de la même famille 

et/ou paralogues). Ce couple d’amorces a donc été rejeté. Sur les 22 gènes restants, seulement 

12 ont présenté un taux d’efficacité appartenant au seuil fixé à 1,85 - 2,15 (10 hypo-régulés et 

2 hyper-régulés dans les tissus PC selon les résultats RNAseq). 
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Figure 71 : Boxplot des niveaux d’expression des 12 DEGs analysés par RNAseq et RT -qPCR selon les 

quatre types de tissus. 

Niveau d’expression des gènes présentant des fonctions de (A)-(G) photosynthèse et phosphorylation 

oxydative, (H) métabolisme de la purine, pyrimidine et ARN polymérase, (I) des facteurs de transcription, 

(J) des transporteurs ABC, (K) au traitement des protéines dans le réticulum endoplasmique, ou (L) aux 

interactions plante-pathogène. Les niveaux d’expression de RNAseq et RT-qPCR sont représentés en blanc 

et gris respectivement entre les quatres types de tissus. PC : Panaché Central (tissu jaune des feuilles 

panachées), PB : Panaché Bordure (tissu vert des feuilles panachées), UC : Uni Central (tissu vert au centre 

des feuilles non-panachées), UB : Uni Bordures (tissu vert en bordure des feuilles non-panachées). 

 

 

Globalement, 5 des 12 gènes présentent un profil similaire entre analyses RNAseq et RT-qPCR 

sur des fonctions de photosynthèse (3 gènes sur 7, Fig. 71B, C, D), des facteurs de transcription 

(Fig. 71I) ou le traitement des protéines dans le réticulum endoplasmique (Fig. 71K). Deux 

gènes présentent des profils proches pour trois types de tissus, mais avec un niveau d’expression 

moins important pour UB par l’analyse RT-qPCR sur des fonctions de photosynthèse (Fig. 71E) 

ou du métabolisme de la purine, pyrimidine et ARN polymérase (Fig. 71H). Enfin, 5 gènes 

présentent des profils très différents entre les deux méthodes d’analyses sur des gènes ayant des 

fonctions de photosynthèse (Fig. 71A, F et G), des transporteurs ABC (Fig. 71J) ou liées aux 

intéractions plantes/pathogènes (Fig. 71L). 
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Figure 72 : Analyse de corrélation entre les résultats de « fold change » des données de RNAseq et RT-

qPCR. 

Les résultats sont présentés sous forme de valeurs de Log2 pour les comparaisons entre les tissus (A) PC 

versus PB, (B) PC versus UC et (C) PC versus UB. Un indice de corrélation et la p -valeur ont été calculés 

et affichés d’après le test de Pearson.  

 

 

Pour les trois comparaisons étudiées (PC versus PB, PC versus UC et PC versus UB), les 

résultats présentent une tendance de corrélation (p-valeur ≈ 0,1) et des niveaux de corrélations 

de l’ordre ≈ 0,50 (Fig. 72A, B et C respectivement). 
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Partie 4.   Discussion générale 
                        

 

« Plus j’apprends, et plus je réalise que je ne sais pas. » 

 

 

Albert Einstein 
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4                     Discussion générale  

Avant-propos : 

 

Depuis quelques années, les pépinières André Briant Jeunes Plants (ABJP), grâce à leur 

laboratoire de multiplication in vitro, « le Laboratoire Angevin des Plantes », ont cherché à 

commercialiser des genres avec des variétés panachées, recherchées pour leur grand attrait 

esthétique. Le laboratoire a mis au point des protocoles de multiplication adaptés à différentes 

espèces travaillées. Malheureusement, certains lots produits sont phénotypiquement très 

hétérogènes. La fréquence d’obtention de plantes non conformes semble dépendante de la 

variété travaillée, et peut s’élever à plus de 50% de plants produits.  

En conséquence, certains cultivars intéressants ne peuvent être multipliés et intégrés au 

catalogue d’ABJP, du fait de la variation de phénotype observée après multiplication. C’est le 

cas de Cordyline australis ‘Pink Passion’ présentant un très grand nombre de plants hors-types 

en fin de processus de multiplication (≈50 %). Pour d’autres, comme pour des cv. de Yucca 

panachés, les lots très hétérogènes obtenus, après multiplication in vitro, nécessitaient d’être 

triés avant commercialisation, générant des coûts élevés en main-d’œuvre et une perte de 

rendement (0 à 40 % de pertes avec Yucca gloriosa ‘Variegata’, 20 à 95% avec Yucca 

filamentosa ‘Bright Edge’ et 5 à 20 % avec Yucca flaccida ‘Golden Sword). Dans le cadre de 

ce travail, la compréhension des phénomènes à l’origine de cette instabilité chez ces génotypes 

était nécessaire pour réduire les pertes de culture, et ainsi définir ou optimiser les protocoles de 

multiplication. Pour d’autres genres, comme par exemple le Phormium qui présente de 

nombreux cv. panachés sur le marché, le laboratoire ne maîtrisait pas la multiplication et 

achetait certains cv. (obtenus soit par culture in vitro, soit par « division » de touffes) à d’autres 

producteurs, souvent étrangers, afin d’être revendues en négoce.  

 

Ainsi, les objectifs de ce travail étaient : (1) de déterminer les causes du caractère de panachure 

pour des génotypes intéressants pour le Laboratoire Angevin des Plantes et André Briant Jeunes 

Plants, (2) maîtriser la multiplication de plants conformes pour réduire les coûts de production, 

(3) acquérir une autonomie de production en adaptant les protocoles à de nouvelles variétés 

pour les ajouter à la gamme de produits proposés par le LAP, et réduire ainsi les frais 

d’approvisionnement d’ABJP auprès de fournisseurs étrangers.  
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Dans ce contexte, nous avons ainsi choisi d’orienter les invest igations sur 4 axes : 

i. L’optimisation des outils et méthodes 

ii. La caractérisation et le déterminisme phénotypique de la panachure de cultivars de 

Yucca, Phormium et Cordyline 

iii. L’étude de la micropropagation et le suivi de la conformité de cultivars panachés 

iv. L’étude comparative de l’expression génique de tissus panachés et non-panachés, sur 

l’exemple d’un Yucca 

 

Ces 4 axes interagissant les uns avec les autres, pour une compréhension linéaire optimale, nous 

avons alors choisi de discuter les résultats obtenus en 9 points :  

1. L’optimisation des outils et méthodes 

2. La forte sensibilité du matériel végétal aux agents affectant les marques épigénétiques  

3. Le déterminisme phénotypique de la panachure et le statut de chimère péricline de tous 

les cultivars étudiés 

4. Les variations d’expression génique dans les différents tissus panachés avec l’exemple 

d’un Yucca 

5. Les différents types de développement en culture in vitro chez les trois genres étudiés 

6. Le lien entre l’origine des pousses et la stabilité de la panachure  

7. Le nécessaire triage des plants non-conformes à chaque repiquage 

8. Les potentialités de multiplication industrielle des cultivars panachées étudiés 

9. L’effet du NPA, inhibiteur du transport de l’auxine, sur le développement et la 

conformité en multiplication in vitro 

 

 

1. Optimisation des outils et méthodes 

 

Les trois genres étudiés dans ce travail de thèse (Yucca, Phormium et Cordyline) n’ont pas fait 

l’objet d’études approfondies précédemment par le Laboratoire Angevin des Plantes et aucune 

de ces plantes n’avaient été étudiées par l’Institut de Recherche en Horticulture et Semences 

d’Angers (IRHS).  

Ainsi, plusieurs d’outils nécessaires pour répondre aux questions de recherche, ont été optimisés 

ou mis au point dans ce travail (Phase d’introduction en culture in vitro du matériel végétal, 

Inclusion en résine du matériel végétal en vue d’effectuer des coupes histologiques, Histologies 

foliaires, Extraction ARN, qPCR, etc.). Certaines de ces phases d’optimisation sont ainsi 

présentées dans ce mémoire. 

 

Pour les phases d’introduction en culture in vitro, les efficacités obtenues habituellement au 

LAP avant ce travail étaient en moyenne de l’ordre de 5  %. Nous avons mené de nombreux 
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essais qui nous ont ainsi permis d’optimiser cette étape, avec des taux de réussite de l’ordre de 

95 %. L’approche précédente du LAP consistait à réduire les temps de travaux de cette étape 

en effectuant les dissections « hors asepsie » et avant désinfection. Cela permettait d’effectuer 

les dissections plus rapidement et de réduire les coûts. La désinfection s’effectuant ensuite à 

très faible concentration de peroxyde d’hydrogène et d’hypochlorite de sodium, pour ne pas 

pénaliser la reprise de croissance in vitro. Les taux de contamination étaient néanmoins très 

élevés (95 %) du fait des faibles concentrations nécessaires pour ne pas endommager les tissus. 

Deux approches ont été suivies : une réduction de la dissection lors du prélèvement, et une 

augmentation des concentrations en agents de désinfection (éthanol, hypochlorite de sodium, 

hypochlorite de calcium, fongicide, etc.), afin 1) de préserver les tissus méristématiques 

protégés par les gaines foliaire et 2) de décontaminer suffisamment les tissus extérieurs mis en 

culture in vitro. A très fortes concentrations, seulement deux réactifs sont alors nécessaires pour 

convenablement désinfecter, réduisant ainsi les consommations et les manipulations d’explants. 

Les dissections des explants doivent ensuite s’effectuer sous hotte à flux laminaire, étape plus 

longue et fastidieuse car pratiquée en condition stérile (dissection de l’ordre de 10/h en 

conditions stériles, contre >50/h en conditions non-stériles). Cette dissection postérieure à la 

désinfection permet cependant une reprise de croissance et une désinfection optimale, pour des 

taux de réussite de l’ordre de 95%.  

Cette amélioration a ainsi permis 1) d’avoir davantage de matériel végétal introduit pour mener 

ensuite ce travail de recherche et 2) de proposer un protocole au LAP pour réduire les coûts de 

production en culture in vitro en réduisant la quantité de matériel végétal nécessaire pour les 

étapes d’introduction. 

Dix mois ont cependant été nécessaires avant le lancement des premières introductions 

significatives et leur valorisation dans les expérimentations présentées dans ce document (étude 

des taux de multiplication, des taux de conformité, d’analyses histologiques, etc.). Si les essais 

demandaient un temps d’observation relativement long pour chaque nouvelle tentative 

d’introduction (plusieurs semaines d’observation des cultures avant développement des 

contaminations), c’est surtout la question de l’approvisionnement en matériel végétal qui fut 

problématique. En effet, peu de producteurs européens commercialisent ces variétés panachées, 

ce qui a souvent été une source de complication pour l’approvisionnement, les plants ayant subi 

un prélèvement demandant plusieurs semaines pour refaire une nouvelle pousse.  

 

Un travail d’optimisation des procédés d’inclusion de matériel végétal en résine, en vue 

d’effectuer des coupes et observations histologiques a aussi été mené. L’IRHS n’ayant jamais 

travaillé sur ces espèces, le protocole standard (établi sur graines et tissus ligneux) s’est avéré 

peu efficace pour l’inclusion de nos échantillons (vitroplants de Yucca, Cordyline et 

Phormium). En utilisant le protocole standard, la pénétration de la résine au sein des tissus 

n’était pas correctement effectuée. Par conséquence, les coupes au microtome étaient 
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impossibles à réaliser. Ces échecs ayant eu pour conséquence la perte de matériel végétal en 

cours d’expérimentation, les modalités perdues n’ont jamais pu être récupérées. Une phase 

d’optimisation a donc été nécessaire pour ne pas perdre davantage de matériel et pouvoir 

envisager de nouvelles perspectives d’analyses.  

Les améliorations ont notamment reposé sur l’allongement des durées de fixation, 

déshydratation dans l’éthanol, pré-infiltration et infiltration, avec des temps multipliés par 3, 

36, 3 et 4 respectivement par rapport au protocole standard. Ces optimisations ont alors permis 

d’améliorer considérablement la pénétration de la résine dans les tissus. L’étape d’inclusion 

étant optimisée, des expérimentations reposant sur l’analyse histologique après coupes au 

microtome ont alors pu être mises en place. 

 

Du fait de l’absence d’expérience du LAP et de l’IRHS sur ces espèces, d’autres outils 

d’expérimentation ont également nécessité une phase de développement. C’est le cas 

notamment des protocoles d’histologies foliaires, d’extraction ARN, ou des analyses par PCR. 

Une fois ces développements et optimisations effectués, les différentes expérimentations 

nécessaires à ce travail de recherche ont alors pu être menées. Et les résultats obtenus peuvent 

maintenant être discutés. 

 

 

2. Une forte sensibilité aux agents affectant les marques épigénétiques pour 

la survie des plants 

 

Parmi les causes de la panachure, l’hypothèse de la modification de l’épigénome a été 

démontrée, notamment chez les espèces Clivia miniata (Wang et al., 2016), et Agave 

angustifolia (Duarte-Ake et al., 2016). Or, un certain nombre d’agents chimiques peuvent 

modifier les marques épigénétiques. Ils peuvent être classés en 3 groupes selon leurs modes 

d’action : (1) les inhibiteurs de l'ADN méthyltransférase, comme la 5-azacytidine (5-aza ; 

Yamamoto et al., 2005 ; Baubec et al., 2009 ; Osorio-Montalvo et al., 2020), la 5-aza-2’-

deoxycytidine (decitabine ; Chang et Pikaard, 2005 ; Ma et al., 2018), ou la Zebularine (Baubec 

et al., 2009 ; Pietzenuk et al., 2016 ; Li et al., 2019) ; (2) les inhibiteurs de l'histone 

désacétylase, comme le Trichostatin A (TSA ; Chang et Pikaard, 2005 ; Tanaka et al., 2008 ; 

Jiang et al., 2017), le butyrate de sodium (NaB ; Chen and Pikaard, 1997 ; Lee et al., 2020), le 

Sirtinol (Grozinger et al., 2001 ; Singh et al., 2017), le Nicotinamide (Donna et al., 2009 ; 

Berglund et al., 2017), le disulfure de diallyle (Wang et al., 2013), ou la toxine HC (Murphy et 

al., 2000) ; et (3) les molécules qui perturbent l'approvisionnement normal en méthyle, comme 

la Sulfamethazine (SMT ; Zhang et al. 2012 ; Turcios et Papenbrock, 2019), la 

Dihydroxypropyladenine (DHPA ; Baubec et al., 2010), ou encore l’ethionine (Kovarik et al., 

1994). 
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Dans la catégorie des inhibiteurs de l’ADN méthyltransférase permettant une réduction de la 

méthylation de l’ADN, la Zebularine agit de la même manière que la 5 -azacytidine et la 

décitabine. Cependant, son utilisation est souvent favorisée car elle présente moins d’effets 

secondaires et une demi-vie beaucoup plus longue en conditions aqueuses (Cheng et al., 2003). 

Après la découverte de l'effet déméthylant et ré-activateur de la transcription par la Zebularine 

chez le champignon filamenteux Neurospora (Cheng et al., 2003), elle fut appliquée pour la 

première fois sur Arabidopsis où elle réduisit significativement la méthylation (Baubec et al., 

2009). Elle fut ensuite appliquée sur Nicotiana tabacum (Majerová et al., 2011), Triticum 

aesticum (Cho et al., 2011), Taraxacum officinale (Verhoeven et van Gurp, 2012), 

Physcomitrella patens (Malik et al., 2012), Oriza (Du et al., 2014), Polygonum persicaria 

(Herman et Sultan, 2016), divers Brassicacées (Pietzenuk et al., 2016), x Triticosecale (Ma et 

al., 2016), ou encore Gossypium barbadense par exemple (Wang et al., 2016 ; Li et al., 2019). 

Les résultats ont ainsi montré que la Zebularine est un puissant inducteur de l'hypométhylation 

et de la transcription, et donc un outil approprié pour étudier le rôle important de la méthylation 

de l'ADN chez les plantes (Baubec et al., 2009 ; Zhang et al., 2013). Cependant, même à divers 

degrés de concentrations (5 à 750 µM) et durées d’expositions (1 à 75j, avec en général une 

dizaine de jours), une forte toxicité est relevée avec une faible survie des plants quelques jours 

après traitement pour les espèces les plus sensibles (Verhoeven et van Gurp, 2012).  

Dans notre cas, l’objectif était d’étudier sur des vitroplants de Yucca panachés, l’impact de la 

déméthylation (et donc de la modification de l’épigénome) sur le caractère de panachure. 

Cependant, pour toutes les concentrations supérieures à 80 µM ou toute durée d’exposition 

supérieure à 7 j, une mortalité importante a été observée, montrant une très forte sensibilité du 

genre Yucca à la Zebularine. Ces résultats vont dans le sens de ceux observés par Liu et al. 

(2015) qui ont montré que cette molécule présentait une toxicité très importante, provoquant 

des dommages importants au génome, indépendamment de tout changement de la méthylation 

de l’ADN.  

 

Nous avons ainsi mené de nouveaux essais sur de faibles effectifs pour des questions 

d’approvisionnement de matériel végétal. Avec des concentrations inférieures à 20 µM et des 

temps d’exposition inférieurs à 7 j, les taux de survie ont ainsi commencé à augmenter (40 %, 

20 % et 60 %, respectivement pour Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

et Yucca filamentosa ‘Bright Edge’). Ces conditions pourraient ainsi permettre d’étudier l’effet 

des marques épigénétiques sur le maintien ou la modification du caractère de panachure, bien 

que de nouveaux essais avec une concentration et/ou une durée d’exposition plus réduite 

pourraient encore être envisagés pour améliorer les taux de survie, notamment pour YgVAR et 

YflGS. 
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Concernant les inhibiteurs de l'histone désacétylase, le Trichostatin A (TSA) est un inhibiteur 

qui a été utilisé pour modifier l’épigénome d’Arabidopsis (Chang et Pikaard, 2005 ; Tanaka et 

al., 2008 ; Baubec et al., 2009) ou de Triticum (Jiang et al., 2017). Il provoque une 

hyperacétylation des histones et une hypométhylation de l'ADN, ce qui entraîne une 

augmentation de l’expression des gènes (Robertson, 2010). Si de fortes concentrations de 5 à 

50 µM ont provoqué des arrêts de croissance et une augmentation de la transcription pendant la 

phase de germination chez Arabidopsis (Tanaka et al., 2008), de très faibles concentrations de 

0,5 µM ont également permis d’affecter les niveaux d’expression des gènes (Chang et Pikaard, 

2005). De même, seulement 0,1 à 0,5 µM ont permis de considérablement augmenter le nombre 

de régénérations sur des explants de Triticum en culture in vitro (Jiang et al., 2017). Dans notre 

cas, sur des cultures in vitro de Yucca, aucune différence n’a été relevée sur les taux de 

multiplication ou de conformité avec 1,6 µM. Les concentrations semblent en revanche adaptées 

pour des vitroplants (Chang et Pikaard, 2005 ; Jiang et al., 2017), et bien qu’une augmentation 

pourrait être envisagée, elle peut s’avérer toxique pour la survie des plants et doit être limitée 

(Tanaka et al., 2008). L’absence de différences pourrait ainsi vraisemblablement s’expliquer 

par une absence d’implication de l’acétylation des histones dans le maintien de la panachure. 

De nouveaux essais avec des concentrations plus élevées pourraient cependant confirmer cette 

hypothèse. 

 

Afin d’identifier plus précisément si la panachure est liée à une cause épigénétique, d’autres 

outils de quantification du degré de méthylation de l’ADN ont été développés à l’échelle du 

génome. 

Notre approche a consisté à essayer de modifier l’épigénome et à relier cette modification à un 

changement ou non du phénotype. Mais on pourrait envisager de comparer les épigénomes de 

deux génotypes non panachés et panachés, l’un étant issu de l’autre après multiplication in 

vitro. Pour comparer ces épigénomes, plusieurs méthodes sont disponibles.  

Il est par exemple fréquent d’utiliser le polymorphisme amplifié sensible à la méthylation 

(MSAP pour « Methylation Sensitive Amplified Polymorphism »), en particulier pour les 

organismes non modèles (Reyna-Lopez et al., 1997 ; Fulnecek et Kovarik, 2014). La méthode 

repose sur la digestion avec des endonucléases de restriction sensibles à la méthylation suivie  

d'une amplification des fragments de restriction. Dans le protocole original MSAP (Reyna-

Lopez et al., 1997), l'ADN génomique est divisé en deux parties, chacune digérée avec EcoRI 

qui reconnaît le site cible GAATTC qui n’est pas affecté par la méthylation de l'ADN cytosine, 

et l'un des isoschizomères sensibles à la méthylation, par exemple MspI ou HpaII. Ces derniers 

restreignent le site de reconnaissance de CCGG sur la base de la méthylation de la cytosine 

externe ou interne. MspI clive les sites avec cytosine internes méthylés (CmCGG) mais pas les 

cytosines externes (mCCGG) tandis que HpaII clive la cytosine externe hémiméthylée mais 

reste inactif pour les séquences totalement méthylées (Peraza-Echeverria et al., 2001). La 
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méthode est indépendante de la disponibilité de l'information génomique et a été fréquemment 

utilisée pour analyser les modifications de méthylation de l'ADN chez les plantes et les animaux 

(Paun et al., 2010 ; Xu et al., 2012 ; Yang et al., 2011 ; Wang et al. 2012 ; Wang et al., 2016 ). 

Cependant, bien qu'il s'agisse d'un processus économiquement réalisable, rapide et facile à 

mettre en œuvre pour les organismes non modèles, les motifs électrophorétiques produits par la 

méthode sont plutôt difficiles à interpréter, pouvant entraîner une interprétation incohérente des 

données, et a mené à des erreurs d’interprétations dans de nombreuses publications (Fulnecek 

et Kovarik, 2014). 

Les autres méthodes de quantification de la méthylation globale de l'ADN peuvent également 

être effectuée par des techniques de séparation hautes performances telles que HPCE (« High-

Performance Capillary Electrophoresis ») ou HPLC (« High-Performance Liquid 

Chromatography » pour Chromatographie en phase liquide à haute performance) (Ghosh et al., 

2021). Ces techniques impliquent la digestion de l'ADN génomique en bases nucléotidiques, 

nucléosidiques ou azotées par hydrolyse enzymatique, pour isoler et analyser les 5 -mC 

(Berdasco et al., 2009). La technique HPLC a pu être utilisée pour détecter la méthylation de 

l'ADN dans les bourgeons axillaires chez Cedrus (Renau-Morata et al., 2005), tandis que la 

technique HPCE a été utilisée pendant la micropropagation chez Pisum pour détecter le schéma 

de méthylation global (Smykal et al., 2007). 

Les techniques ChIP (« Chromatin Immunoprecipitation ») telles que ChIP-chip (« Chromatin 

Immunoprecipitation on Chip ») et ChIP-seq (« Chromatin Immunoprecipitation sequencing ») 

détectent la méthylation de l'ADN en cartographiant le point d'interaction entre l'ADN et la 

protéine d'intérêt. La technique ChIP-chip identifie les sites d'interaction ADN-protéine dans 

l'ADN, tandis que ChIP-seq détecte la méthylation de la cytosine en combinant 

l'immunoprécipitation avec la technique de séquençage (Kaufmann et al., 2010). Cependant, 

l'énorme quantité de données générées par la séquence à haut débit crée une grande difficulté 

pour identifier les sites de liaison aux protéines (Wang et al., 2010). 

Enfin, la méthode BiSeq ou WGBS (« Whole genome bisulfite sequencing ») est un autre 

mécanisme efficace pour identifier la cytosine méthylée. Au cours du processus, l'ADN 

génomique traité avec du bisulfite de sodium convertit la cytosine en uracile, tandis que la 

cytosine méthylée n’évolue pas (Cokus et al., 2008). Cette technique est la seule permettant de 

détecter une résolution de nucléotide unique de 5-mC. Le WGBS a été utilisé pour détecter le 

niveau de méthylation de la cytosine de l'ADN sur divers génomes végétaux, ce qui a prouvé 

en outre le fait que la méthylation de l'ADN varie d'une espèce végétale à l'autre (Ghosh et al., 

2021). Récemment, cette technique a été utilisée pour détecter un niveau de méthylation modifié 

sur des cultures de pousses in vitro à long terme et des régénérants de pommiers (Gulyas et al., 

2019), et sur des plantes régénérées à partir de cals d'ananas (Lin et al., 2019). 

Il pourrait ainsi être intéressant de comparer le niveau de méthylation de 2 tissus panachés pour 

en comparer les épigénomes respectifs et en étudier les différences significatives. Cependant, 
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ces techniques requièrent au préalable de disposer d’un génome de référence, ce qui limite 

encore les possibilités d’étude sur ces espèces de Yucca, Phormium et Cordyline.  

 

Dans l’état actuel des connaissances, nous ne disposions donc pas des outils pour évaluer le 

niveau de méthylation des différents tissus. Mais surtout, notre approche consistant à impacter 

directement ce niveau de méthylation au moyen d’agents chimiques déméthylant s’est avérée 

peu efficace car très toxique pour la survie des plantes, notamment avec la zébularine. La 

diminution des concentrations et des durées d’exposition nous ont permis d’améliorer les taux 

de survie. Cependant, en l’absence d’un outil fiable pour quantifier l’impact des faibles 

concentrations des agents sur la déméthylation, il nous a alors semblé peu pertinent de 

poursuivre dans cette voie. 

De même, le trichostatin A n’a pas révélé d’effet sur les taux de multiplication et de conformité. 

Mais sans un outil de contrôle pour confirmer l’impact du traitement sur l’épigénôme, il est 

alors difficile de statuer sur l’implication de la désacétylation des histones sur la panachure. 

Et donc plus largement, il est difficile aujourd’hui de statuer sur l’implication des marques 

épigénétiques dans la mise en place ou la stabilité de la panachure pour nos variétés de Yucca. 

 

 

Bien que nous ne disposions pas des outils permettant de statuer sur une éventuelle cause 

épigénétique du feuillage panaché, une caractérisation de la panachure par des analyses 

histologiques des tissus foliaires permettrait de relier la répartition des couleurs visibles 

macroscopiquement avec une répartition des pigments dans les différents tissus. En outre, cela 

permettrait d’analyser l’agencement des tissus et d’émettre des hypothèses sur la structure des 

méristèmes à l’origine des organes. Dans le cas de plusieurs tissus différents, cela reste une 

bonne approche pour statuer sur une éventuelle cause chimérique.  

Pour caractériser la panachure, nous avons ainsi développé des analyses histologiques des tissus 

foliaires de plusieurs phénotypes qui vont maintenant être discutées. 

 

 

3. Tous les cultivars panachés de Monocotylédones produits par le 

Laboratoire Angevin des Plantes sont des chimères périclines avec 

différentes contributions du méristème dans le développement foliaire 

 

Les quatre cultivars panachés Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca flaccida ‘Golden Sword’, 

Phormium tenax ‘Jessie’ et Cordyline australis ‘Pink Passion’ présentent des feuilles bicolores 

avec une différence entre le centre du limbe et les bordures des feuilles. Ces modèles panachés 

(de type lignée cellulaire) sont généralement associés à l'expression de gènes différenciés en 

fonction de la localisation sur la feuille, de leur instabilité épigénétique (Marcotrigiano, 1997 ; 
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Nabeshima et al., 2017), ou plus spécifiquement aux chimères périclines, c’est-à-dire des 

plantes où une couche entière du méristème apical caulinaire est génétiquement distincte des 

autres (Stewart et Dermen, 1979 ; Marcotrigiano, 1997 ; Frank et Chitwood, 2016). Les trois 

couches (L1-L2-L3) du méristème sont maintenues pendant le développement de la plante et 

contribuent à la formation des différents tissus de l'organe. La couche L1 contribuant 

normalement à l'épiderme, la couche L2 à une ou deux couches de cellules sous-épidermiques 

et au mésophylle des bordures de la feuille, et la couche L3 au mésophylle du limbe interne de 

la feuille (Fig. 26). Dans les feuilles, lorsqu'une couche est génétiquement différente en termes 

de synthèse d'anthocyanes ou de biogenèse des chloroplastes, un phénomène de panachure peut 

se produire (Stewart et Dermen, 1979 ; Marcotrigiano, 1997 ; Frank et Chitwood, 2016). Pour 

confirmer la nature de la panachure et expliquer l'instabilité potentielle lors de la propagation, 

une caractérisation des différents tissus foliaires a été réalisée.  

 

L'observation histologique de différents phénotypes à feuilles vertes (YgWT, YflWT, PtWT et 

CaWT), panachées (YgVAR TTT, YflGS TTT, PtJE TTT et CaPP TTT) avec une surexpression 

de la panachure (YgVAR OT), ou avec la perte de la panachure (YflGS, PtJE OT et CaPP OT), 

nous a permis de mettre en évidence plusieurs couches de cellules uniformes sur ces espèces 

(Fig. 73). 

 

Sur la base de ces résultats et de l’agencement des différentes couches indépendantes et 

uniformes, nous avons pu proposer que les quatre cultivars panachés, YgVAR, YflGS, PtJE et 

CaPP sont des chimères périclines à trois couches méristématiques distinctes, L1 -L2-L3, avec 

des contributions différentes de ces couches méristématiques au développement des feuilles 

selon les espèces. 

 

Chez Yucca gloriosa, trois niveaux différents en termes de quantités de tissus contenant des 

chloroplastes viables ont été mis en évidence chez les trois phénotypes YgWT, YgVAR TTT et 

YgVAR OT. Au niveau du limbe central, si YgWT présente des plastes contenant de la 

chlorophylle dans toutes les cellules, YgVAR TTT présente des chloroplastes dans toutes les 

couches cellulaires excepté la couche épidermique, alors que YgVAR OT ne présente plus de 

chloroplastes que dans la couche du mésophylle le plus interne, excluant donc plusieurs cellules 

sous-épidermiques des deux côtés abaxial et adaxial (Fig. 73). Ces résultats ont donc mis en 

évidence trois couches distinctes, avec une organisation concentrique des tissus de l’extérieur 

vers l’intérieur, révélant que Yucca gloriosa 'Variegata' est une chimère péricline avec une 

couche déficiente en chloroplastes et une structure chimérique en W-G-G (selon l’ordre L1-L2-

L3 des couches, et avec G et W, correspondant respectivement à des couches avec présence de 

plastes chlorophylliens (G pour « Green ») ou avec une carence en chloroplastes (W pour 

« White »), Fig. 73). Chez cette espèce de Yucca, la couche L1 contribue ainsi au mésophylle 
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de la bordure des feuilles (Fig. 73), comme ce fut relevé chez Chlorophytum et Dracaena 

(Stewart et Dermen, 1979). Le phénotype OT avec une marge blanche plus large est alors le 

résultat d'une chimère péricline en W-W-G, avec un « remplacement » de la couche L2 G par 

la couche L1 W (défini comme l’envahissement d’une couche interne par une couche plus 

externe, Marcotrigiano, 1997). Les chloroplastes sont maintenus uniquement dans la couche L3 

la plus interne (Fig. 73), expliquant des feuilles présentant des bordures plus larges et un 

phénotype vert clair dans la partie centrale du limbe. 

 

Concernant Yucca flaccida, deux niveaux différents en termes de quantités de tissus contenant 

des chloroplastes ont été mis en évidence chez les trois phénotypes YfiWT, YflGS TTT et 

YflGS OT. Si YflWT et YflGS OT présentent des chloroplastes dans toutes les cellules, YflGS 

TTT présente des chloroplastes uniquement dans les bordures de feuilles et dans la couche 

épidermique au niveau du limbe central, contributions assimilables à la couche L1 chez 

Chlorophytum, Dracaena et Yucca gloriosa comme nous l’avons vu (Fig. 73). Les résultats ont 

ainsi révélé une chimère péricline avec deux couches déficientes en chloroplastes et une 

structure chimérique en G-W-W. En effet, une structure en G-G-W n’est pas envisageable 

puisqu’aucune couche intermédiaire ne présente des chloroplastes entre le mésophylle interne 

et l’épiderme (Fig. 73). Le phénotype OT uniformément vert est alors le résultat d’une chimère 

péricline en G-G-W avec un « remplacement » de la couche L2 W par la couche L1 G et avec 

une couche L3 W masquée par la couche L2 G, ou comme dans l’exemple que nous avons mis 

en évidence sur la feuille étudiée, un plant présentant trois couches G-G-G et donc perdant le 

statut chimérique par le « remplacement » des couches L2 et L3 W par la couche L1 G (Fig. 

73). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 73 : Représentations schématiques des observations histologiques et modèles candidats de la 

structure chimérique et de la contribution du méristème au développement foliaire de différents 

phénotypes. 

Yg: Yucca gloriosa; YgVAR: Yucca gloriosa «Variegata»; Pt: Phormium tenax; PtJE: Phormium tenax 

«Jessie»; Ca: Cordyline australis; CaPP: Cordyline australis «Pink Passion»; WT: Type sauvage; TTT: 

fidèle au type; OT: hors type; G: couche verte du méristème avec un bon dévelo ppement des chloroplastes; 

W: Couche blanche du méristème avec un développement déficient des chloroplastes. Pour chaque structure 

chimérique, l'ordre des lettres représente respectivement les couches L1, L2 et L3.  La répartition des 

anthocyanes n’a pas été représentée ici. Le phénotype CaPP OT n’ayant pas été analysé, son profil est 

interprété en adéquation avec son modèle de panachure et le modèle candidat proposé pour les cultivars de 

l’espèce Cordyline australis. 
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Chez Phormium tenax, deux niveaux différents en termes de quantités de tissus contenant des 

chloroplastes ont été mis en évidence chez les trois phénotypes PtWT, PtJE TTT et PtJE OT. 

Au niveau du limbe central, si PtWT et PtJE OT présentent des chloroplastes dans toutes les 

cellules, PtJE TTT n’en présente que dans l’épiderme et dans les premières cellules sous -

épidermiques du côté abaxial (Fig. 73). La couche la plus interne du mésophylle présente donc 

une absence de chloroplastes, mais leur présence dans les cellules sous-épidermiques a révélé 

une couche intermédiaire entre l’épiderme et le mésophylle interne, conduisant ainsi également 

à la conclusion que Phormium tenax 'Jessie' est une chimère péricline avec une couche 

déficiente en chloroplaste et une structure chimérique G-G-W, où la couche L1 contribue à 

l'épiderme, la couche L2 à une ou deux couches de cellules sous-épidermiques et au mésophylle 

des bordures de la feuille, et la couche L3 déficiente en chloroplastes mais enrichie en 

anthocyanes contribuent au mésophylle interne du limbe (Fig. 73). Cependant, la présence d'une 

couche sous-épidermique exempte de chloroplastes, caractéristique du genre Phormium (Pal 

Puri, 1966), "masque" l'apport de la couche L2 sur la face adaxiale (Fig . 73). Les couches L1 

et L2 étant toutes en G, les phénotypes étudiés ne permettent pas de déterminer si la couche L1 

n'est impliquée que dans l'épiderme ou également dans le mésophylle des bordures des feuilles. 

En revanche, le phénotype OT non panaché est le résultat de trois couches G-G-G, et donc de 

la perte d'une structure chimérique, conduisant à un phénotype uniformément vert (Fig. 73). 

Deux couleurs de tissus ont ainsi été observées chez Phormium tenax, avec un tissu vert 

contenant uniquement des pigments chlorophylliens chez PtWT, PtJE OT et sur les bordures de 

PtJE TTT (Fig. 46 A1, C1 et B1 respectivement), et des tissus roses d’une couleur très intense 

dans le centre du limbe foliaire de PtJE TTT, liée à l’absence de pigments chlorophylliens dans 

les cellules et à la présence exclusive de pigments d’anthocyanes (Fig. 46 B1). 

 

Concernant Cordyline australis enfin, deux agencements différents des tissus contenant des 

chloroplastes ont été mis en évidence chez les trois phénotypes étudiés histologiquement  : 

CaWT, CaPP TTT et CaPP OT non-panaché et uniformément pourpre. Au niveau du limbe 

central, si CaWT et CaPP OT présentent des chloroplastes dans toutes les cellules, CaPP TTT 

n’en présente que dans l’épiderme et dans le mésophylle le plus interne, avec une couche 

intermédiaire déficiente en chloroplastes (Fig. D1), permettant de conclure que le cultivar ‘Pink 

Passion’ de Cordyline australis est une chimère péricline avec une couche déficiente en 

chloroplastes et une structure chimérique en G-W-G. La couche L1 ne contribue qu'à l'épiderme 

puisqu’aucun mésophylle avec chloroplastes n’apparaît, même dans les bordures. La couche L2 

contribue à deux ou trois couches de cellules sous-épidermiques et au mésophylle complet des 

bordures des feuilles (Fig. 73). Le phénotype OT non panaché est donc le résultat de trois 

couches G-G-G et, par conséquent, de la perte d'une structure chimérique. Le phénotype à 

panachure inversée (non étudié histologiquement) serait alors logiquement le résultat d'une 

chimère G-G-W avec des bordures issues d'une couche L2 avec des chloroplastes, et une couche 
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L3 déficiente en chloroplastes qui contribue au mésophylle le plus interne au centre du limbe 

foliaire (Fig. 73). Trois couleurs de tissus ont ainsi été observées chez Cordyline australis, avec 

un tissu vert contenant uniquement des pigments chlorophylliens pour CaWT (Fig. 47 A1), des 

tissus roses d’une couleur très intense dans les bordures de CaPP TTT, liée à la présence 

exclusive d’anthocyanes et à l’absence de pigments chlorophylliens pouvant assombrir le tissu 

et former des tissus pourpres liés à la colocalisation de pigments chlorophylliens et 

d’anthocyanes comme dans les cellules de CaPP OT non-panaché et dans le limbe central de 

CaPP TTT (Fig. 47 C1 et B1 respectivement). 

Ces résultats ont ainsi permis de mettre en évidence de nouvelles connaissances sur le 

développement foliaire d’espèces de Yucca, et de Cordyline australis, avec différents modèles 

de contribution de la couche L1 au développement foliaire. Alors que Cordyline, une 

Asparagaceae, se développe comme la majorité des plantes monocotylédones, Yucca gloriosa 

et Yucca flaccida se comportent comme certains Dracaena et Chlorophytum (Asparagacaea 

également), avec une contribution de L1 au mésophylle des bordures de feuille (Stewart et 

Dermen, 1979), permettant la création de nouveaux motifs de panachure. 

De même, si les différents phénotypes de Phormium n'ont pas permis d'étudier l'apport de L1, 

l'étude histologique de ses feuilles a permis d'expliquer la panachure très contrastée et 

économiquement appréciée de Phormium tenax 'Jessie': (1) une double mutation affectant une 

carence en chloroplastes et en synthèse d'anthocyanes qui génère une couche méristé matique 

rose très colorée; et (2) la présence d'une couche sous-épidermique sans chloroplastes, 

caractéristique du genre Phormium (Pal Puri, 1966), qui révèle le phénotype de la couche L3 

plus interne en «masquant» la couche L2, et permet donc un contraste  très fort entre le limbe 

rose très coloré et les bordures vertes. 

 

Comme abordé ici, la structure chimérique est ainsi très généralement déduite par le phénotype 

des organes dérivés du méristème apical lorsque la chimère est panachée. En effet, puisque 

chaque couche du méristème donne naissance à des tissus spécifiques dans la feuille, le 

phénotype foliaire peut être utilisé pour déduire la structure du méristème et donc le statut de 

chimère péricline (Burge et al., 2002 ; Frank et Chitwood, 2016). D’autres méthodes peuvent 

cependant venir compléter ou valider ces observations, comme : 1) la reproduction sexuée, les 

gamètes étant très majoritairement issus de la couche L2, ponctuellement par les couches L1 et 

L3, et les lignées obtenues étant très rarement panachées (Marcotrigiano et Bernatzky, 1995 ; 

Bae et al., 2000), mais l’étude de la descendance peut cependant permettre de déterminer le 

statut de la couche L2 ; 2) les techniques de cytologie dans le cadre de cytochimères présentant 

différents niveaux de ploïdie dans les couches apicales (Roux et al., 2001) ; 3) les techniques 

de cytométrie en flux pour quantifier l’ADN nucléaire dans le cadre de chimères 

interspécifiques (Lindsay et al., 1995) ; 4) les marqueurs moléculaires ou un séquençage d’ADN 

peuvent permettre de différencier les génomes. Ce fut notamment utilisé précédemment pour 
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identifier des chimères provenant de régénérations de plantes transgéniques issues d’une 

régénération pluricellulaire (Mathews et al., 1998 ; Faize et al. 2010) ; ou encore 5) la 

régénération par culture tissulaire, permettant de valider le statut de chimère si plusieurs 

phénotypes sont obtenus selon le type d’explant utilisé, et permettant de surcroît de déterminer 

la couche du méristème à l’origine du développement des régénérations adventives (Nabeshima 

et al., 2017). 

Si la reproduction sexuée des genres Yucca, Phormium et Cordyline est très difficile sous nos 

latitudes, la régénération par culture tissulaire pourrait permettre de déterminer les couches de 

tissu à l’origine du développement des méristèmes adventifs, et ainsi valider l’origine tissulaire 

des plants hors-type. Cela repose néanmoins sur le développement préalable des conditions de 

culture et des milieux de régénération directe, sur des espèces peu propices à ce type de 

micropropagation. Nous avons ainsi mené quelques essais de régénération directe pour tester 

cette hypothèse à l’aide de milieux composés d’une base MS (Murashige and Skoog, 1962) 

additionnée de différentes concentrations de cytokinines comme la 6-Benzylaminopurine (BAP, 

à 4,44, 22,20 et 66,59 µM), la Zéatine (ZEA, à 4,56, 22,81 et 68,42 µM), ou le Thidiazuron 

(TDZ, à 4,54, 22,70 et 68,10 µM), mais qui n’ont pas permis l’induction d’une régénération 

directe sur des explants foliaires. Des essais supplémentaires pourraient ainsi être menés en vue 

de développer des méthodes de régénération directe, permettant à terme d’envisager de 

nouvelles pistes d’études, mais également de nouvelles méthodes de propagation industrielle. 

 

 

4. Les variations d’expression génique dans les différents tissus panachés 

avec l’exemple du Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

 

L’étude des variations d’expression génique entre les parties centrales du limbe panaché (non -

chlorophyllien) avec les différents tissus verts des bordures ou du centre du limbe pour les 

feuilles non-panachées avaient pour objectifs d’étudier les différences de régulation génique 

des tissus selon leur phénotype, encore jamais étudiées chez une Asparagaceae. La multiplicité 

des tissus verts consistait ainsi à limiter les biais liés notamment à la position des cellules sur 

la feuille (centre de la feuille versus bordure). 

Un résultat intéressant en est ressorti : un grand nombre de gènes et de voies liées au traitement 

de l’information génétique ont été hyper-régulés dans les tissus panachés jaunes, avec 

notamment des fonctions de repliement ou de dégradation des protéines, ou la biosynthèse des 

acides aminés. Dans le même temps, le métabolisme des nucléotides était réprimé. Des résultats 

similaires avaient déjà été mis en évidence chez une variété d’Hydrangea avec une panachure 

liée à un état chimérique (Li et al., 2020).  

A l’inverse, les processus de photosynthèse ont montré une très forte hypo -régulation dans les 

tissus panachés jaunes, comme mis en évidence, chez Arabidopsis thaliana sur le mutant 
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immutans (Aluru et al., 2009), chez Anthurium andraeanum (Yang et al., 2015), ou Ficus 

microcarpa (Shih et al., 2019). Plusieurs gènes liés au métabolisme du carbone ont ainsi 

présenté une faible expression dans les tissus albinos. Associé à l’abondance des acides aminés 

qui augmentent dans ces tissus, cela semble en adéquation avec de précédents auteurs ayant 

proposé que le métabolisme de l’azote compense l’énergie disponible insuffisante pour le 

métabolisme du carbone (Li et al., 2020). Les tissus albinos pouvant alors servir de réservoir 

d’azote, alors que les tissus verts assurent la photosynthèse et alimentent les tissus albinos ( Li 

et al., 2020). Ces résultats suggèrent donc que les différentes formes d'énergie issues de la 

photosynthèse sont peu présentes dans les tissus albinos qui sont ainsi complètement 

hétérotrophes. Mais les nutriments peuvent être échangés avec les tissus verts et importés pour 

la croissance et le développement de ces zones albinos (Aluru et al., 2009 ; Abadie et al., 2016 ; 

Li et al., 2020), les plants albinos étant hétérotrophes, leur survie sans un système d’échange 

avec les tissus verts reste très peu probable (Sheue et al., 2012 ; Lallemand, 2019). 

De même, comme révélé chez l’Hydrangea, une hyper-régulation des gènes en relation avec 

l’interaction hôtes-pathogènes, et des analyses d’enrichissement mettant en avant une 

prépondérance des voies de processus cataboliques des substances pourraient indiquer un stress 

des tissus plus important dans les zones albinos (Li et al., 2020). Ces résultats, combinés à une 

photosynthèse déficitaire et à une dégradation des protéines et des glycosaminoglycanes des 

secteurs blancs, soulignent un phénomène de sénescence dans ces tissus clairs (Shih et al., 

2019). 

Ces résultats obtenus pour la première fois sur une espèce d’Asparagaceae, sont ainsi très 

fortement similaires à des travaux d’analyses transcriptomiques effectués sur des plantes 

panachées de dicotylédones comme Arabidopsis thaliana avec le mutant immutans (Aluru et 

al., 2009), Ficus microcarpa (Shih et al., 2019), ou Hydrangea macrophylla (Li et al., 2020), 

ou des plantes monocotylédones comme Anthurium andraeanum (Yang et al., 2015) ou 

Epipactis helleborine (Lallemand et al., 2019), ou encore avec des études métabolomiques 

effectuées sur Pelargonium (Abadie et al., 2016). 

 

La validation de ces résultats d’analyses RNAseq par des méthodes de RT-qPCR a toutefois 

présenté un niveau de corrélation modéré entre les deux méthodes (avec des résultats de p -

valeur ≈ 0,10 et de corrélation ≈ 0,50). Même pour les gènes liés à la photosynthèse, pourtant 

très significativement hypo-régulés dans les tissus PC en RNAseq : seulement 4 des 7 gènes ont 

présenté un profil très similaire, 1 gène a présenté un profil proche mais avec quelques 

variations, et 2 gènes ont présenté des profils très divergents. Ce manque de corrélation semble 

s’expliquer par 7 gènes (sur 12) présentant des profils modérément ou très éloignés entre les 

deux méthodes d’analyse. Des résultats de corrélation inférieurs ou similaires ont pu être mis 

en évidence sur plusieurs études avec des corrélations de l’ordre de 0,12 à 0,47 sur des données 
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d’expression de transcrits comparés à des données de RT-qPCR (Qin et al., 2013 ; Dapas et al., 

2017 ; Zhang et al., 2019). 

Ces faibles corrélations peuvent s’expliquer par des gènes p résentant des phénomènes 

d’épissages alternatifs. Ces derniers présentent en effet une quantification par RT -qPCR 

particulièrement difficile à mesurer avec exactitude, générant de fortes disparités avec les 

données de RNAseq (Zhang et al., 2019). Les mêmes auteurs ont mis en évidence à partir de 

gènes pris aléatoirement, que 53% ne pouvaient pas être proprement quantifiés par des méthodes 

de RT-qPCR du fait d’importants phénomènes d’épissages alternatifs.  

Les gènes présentant des profils différents selon les méthodes de quantification ont été nommés 

« gènes inconsistants » ou « gènes non-concordants », et sont souvent caractérisés par une plus 

petite taille, un faible nombre d’exons, et un faible niveau d’expression comparés aux gènes 

concordants (Everaert et al., 2017). Nos corrélations modérées étant particulièrement affectées 

par 6-7 gènes en particulier, des études complémentaires pourraient être menées sur ces gènes 

pour comprendre ces différences.  

On pourrait également imaginer que nos amorces n’aient pas amplifié exactement les mêmes 

gènes que ceux identifié en RNAseq, mais des gènes proches ou de la même famille de gènes.  

De même, dans notre méthodologie, ne disposant pas du génome du Yucca, nous avons choisi 

d’aligner les séquences sur les protéines du rosier pour définir les codons stop, mais le Yucca 

et le rosier pourraient présenter une mauvaise homologie. D’autres essais avec un alignement 

sur une plante modèle comme Arabidopsis pourraient être envisagés. 

Enfin, sur les 22 gènes analysés et présentant un seul produit d’amplification, seulement 12 ont 

présenté un taux d’efficacité au seuil de 1,85 – 2,15 et ont été conservés. Il pourrait être 

intéressant d’élargir ce seuil à 1,7 – 2,2 comme pratiqué par certains auteurs (Porcher, 2020). 

L’analyse pourrait alors être menée avec 19 gènes dont les 7 gènes supplémentaires pourraient 

présenter une corrélation intéressante pour valider ces résultats d’analyses RNAseq.  

 

Si ces résultats sont intéressants pour révéler un comportement similaire dans la régulation 

génique des plants panachés de Yucca (Asparagaceae), par rapport aux autres espèces, elle ne 

permet cependant pas d’expliquer le phénotype de panachure, ou même son instabilité en 

multiplication. Pour étudier cette dernière, une caractérisation des comportements de 

multiplication in vitro a été effectuée sur 3 genres d’Asparagaceae, révélant ainsi plusieurs 

types de développement. 
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5. Yucca, Phormium et Cordyline ont différents types de développement en 

culture in vitro 

 

Le but de cette thèse était de produire ou d’optimiser la production de plantes panachées ayant 

un phénotype conforme et fidèle au génotype d’origine. Plusieurs méthodes de multiplication 

in vitro existent, comme le développement des bourgeons axillaires, l’organogénèse adventive, 

ou encore l’embryogénèse somatique (George et Debergh, 2008 ; Phillips et Garda, 2019). 

Cependant, pour réduire les risques de variants (issus par exemple de mutations somaclonales) 

et maintenir des phénotypes conformes et fidèles, la méthode la plus efficace consiste à 

favoriser le développement des bourgeons axillaires (Chu, 1992 ; Vazquez, 2001 ; Zayova et 

al., 2010 ; Phillips et Garda, 2019). Néanmoins, lors de la mise en place de cette multiplication, 

certaines régénérations peuvent aussi provenir de méristèmes adventifs, et cette double origine 

est alors appelée « cultures mixtes » (George et Debergh, 2008 ; Kane, 2011). Puisque l'origine 

des axes nouvellement formés (par bourgeons axillaires ou organogenèse adventive) peut avoir 

un impact sur le phénotype de la plante et plus spécifiquement sur la stabilité de la panachure 

(Lineberger et Wanstreet, 1983 ; Pogany et Lineberger, 1990), nous avons alors choisi d’étudier 

l’origine de multiplication sur les espèces Yucca, Phormium et Cordyline sur la base 

d'observations histologiques détaillées. 

 

Pour les trois espèces, les cv. panachés Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ et 

Cordyline australis ‘Pink Passion’ ont été utilisés. Les observations histologiques ont révélé 

que chaque feuille présente à son aisselle un seul et unique méristème axillaire, comme c'est le 

cas pour de nombreuses autres monocotylédones (Fisher, 1978 ; De Klerk, 2012). Cependant, 

les trois espèces ont révélé des comportements de multiplication différents en culture in vitro 

suivant que le milieu de culture est additionné ou non de régulateurs de croissance (Fig. 74). 

 

Sans régulateurs de croissance, les plantes se sont développées de la même manière que les 

plantes in vivo. C’est-à-dire que pour Yucca gloriosa et Cordyline australis, les méristèmes 

axillaires sont inhibés sous l’effet d’une forte dominance apicale (Fig. 74). Cette dernière est 

naturellement éliminée lors de la formation de la tige florifère dont l’apparition conduit au 

développement des méristèmes axillaires et à la ramification (Tomlinson et Fisher, 1971 ; Hess 

et Robins, 2002). Pour Phormium tenax, cette dominance est moindre et présente un gradient 

d'intensité qui permet le développement des méristèmes axillaires les plus éloignés, avec un 

développement basitonique (Fig. 74), similaire à son développement in vivo pour lequel de 

nombreuses pousses sont observées (Pal Puri et al., 1966). 

 

La BAP est une cytokinine synthétique qui stimule la division cellulaire et le contrôle de la 

morphogenèse, permettant d'inhiber la dominance apicale, de stimuler le développement des 
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méristèmes axillaires dormants, et d’induire la néoformation de méristèmes adventifs (George 

et Debergh, 2008). En présence de ce régulateur de croissance, Yucca gloriosa a présenté une 

propagation exclusivement liée au développement des méristèmes axillaires (Fig. 74). Le 

Phormium tenax a présenté une majorité de pousses issues de méristèmes axillaires, mais 

également plusieurs pousses non axillaires issues de groupes cellulaires distincts mais 

d'apparence méristématique et situés à proximité du méristème axillaire (Fig. 74). Ces 

méristèmes situés à proximité des méristèmes axillaires sont appelés « semi-axillaires » et sont 

généralement classés comme de la régénération adventive (De Klerk, 2012). Enfin, pour 

Cordyline australis, l'exposition à la BAP a conduit à la propagation par les méristèmes 

axillaires dans la partie supérieure de la plante, mais a également stimulé la formation et le 

développement de nouveaux méristèmes adventifs dans la partie basale de la plante par 

organogenèse directe (George et Debergh, 2008 ; Fig. 74). Par conséquent, Phormium tenax et 

Cordyline australis ont présenté deux types de pousses, issues de méristèmes axillaires et 

adventifs, un phénomène appelé « cultures mixtes » (George et Debergh, 2008 ; Kane, 2011). 

 

 

Une concentration de 4,44 µM de BAP a été suffisante pour permettre la stimulation des 

méristèmes axillaires et adventifs, même dans des proportions différentes, chez Phormium 

tenax et Cordyline australis. Cependant, pour Yucca gloriosa, malgré une concentration 15 fois 

plus élevée (66,59 µM), seuls des méristèmes axillaires ont été observés en développement.  

Le NPA est un inhibiteur du transport de l'auxine qui réduit la dominance apicale pour favoriser 

la croissance axillaire (Teale et Palme, 2018). Cependant, l'ajout de 1 µM de NPA au milieu de 

culture contenant déjà de la BAP, ne semble pas avoir eu d'effet sur le comportement des trois 

espèces. En effet, aucune différence significative n'a été observée avec le milieu additionné en 

NPA lors des observations histologiques. Il est possible que les concentrations utilisées dans 

nos essais aient été trop faibles pour avoir l’effet attendu. L’effet du NPA et de nouvelles 

perspectives d’essais seront néanmoins discutés ultérieurement avec les résultats des taux de 

multiplication. 

 

La cause de la panachure, un statut de chimère péricline, ayant été établie, cette constatation 

nous permet alors désormais de comprendre les raisons de l’instabilité du phénotype panaché. 

Cette dernière s’explique en effet par une corrélation entre la cause de la panachure et le 

comportement de multiplication in vitro. 
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Figure 74 : Comportement in vitro des différentes espèces en fonction du milieu de culture. 

Les méristèmes apicaux caulinaires (SAM) sont représentés en noir, les méristèmes axillaires (AxM) 

réprimés par le SAM ou qui développent de nouvelles pousses sont représentés en vert et bleu, 

respectivement, et enfin les méristèmes adventifs (AdM) sont représentés en rouge. Les flèches indiquent 

les méristèmes qui développent de nouvelles pousses.  

 

 

6. Le lien entre l’origine des pousses et la stabilité de la panachure, accentué 

dans le cadre de plantes chimériques 

 

Les chimères périclines restent stables lorsque la propagation ne provoque pas la réorganisation 

des couches cellulaires (Marcotrigiano, 1997 ; Frank et Chitwood, 2016). Ainsi, les méthodes 

de multiplication de chimères périclines reposant sur la multiplication végétative spontanée, ou 

les méthodes de multiplication traditionnelles comme le bouturage  de tige, maintiennent en 

général la panachure dans 100 % des cas, même dans le cas de plantes monocotylédones comme 

Cordyline australis (Duncalf, 2014). A l’inverse, en culture in vitro les formations de 
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méristèmes adventifs proviennent généralement d'une seule cellule chez de nombreuses plantes 

(Boertjes et al., 1968 ; Yang et al., 2017), avec souvent uniquement la participation de la couche 

épidermique L1 (Boertjes et Van Harten, 1985 ; Peary et al., 1988 ; Yang et al., 2017). 

Néanmoins, les analyses histologiques effectuées sur de nombreuses espèces ont révélé que 

toutes les couches cellulaires pouvaient être à l'origine d'un méristème adventif, avec la 

possibilité d'une origine multicellulaire, conduisant parfois, même en petites proportions, à des 

plantes panachées issues de régénérations adventives (Marcotrigiano, 1986 ; Nabeshima et al., 

2017). Ainsi, de nombreuses études ont montré que la propagation des chimères périclines par 

les méristèmes axillaires maintenait la structure chimérique, comme chez Ajuga reptans 

(Lineberger et Wanstreet, 1983), Phalaenopsis (Mursyanti et al., 2016), ou même Yucca 

elephantipes (Pierik et Steegmans, 1983), tandis que les méristèmes adventifs conduisaient à la 

réorganisation des couches cellulaires et à de très faibles taux de plantes conformes au type, 

que ce soit par des méristèmes adventifs indirects comme chez Cryptanthus (Koh et Davies, 

1997) ou Liriope muscari (Amory et Gil, 1999), ou des méristèmes adventifs directs comme 

chez Ajuga reptans (Lineberger et Wanstreet, 1983), Saintpaulia ionantha (Lineberger et 

Druckenbrod, 1985 ; Paek et Hahn, 1999), Nicotiana tabacum (Marcotrigiano, 1986), 

Rhododendron (Pogany et Lineberger, 1990), ou encore Farfugium japonicum (Okuno et al., 

2010). 

 

Dans notre étude, étant donné que les cultivars étudiés histologiquement se sont révélés être 

des chimères périclines, la stabilité de la panachure pourrait donc être directement corrélée au 

comportement in vitro des cultivars avec une augmentation de la non-conformité en fonction 

de la propension des cultivars à se propager via des méristèmes adventifs. Un haut niveau de 

stabilité a ainsi été obtenu pour Yucca gloriosa « Variegata » (W-G-G), dont la propagation 

dépend des méristèmes axillaires (Fig. 74), comme relevé précédemment chez Yucca 

elephantipes (Pierik et Steegmans, 1983), ou encore Ajuga reptans (Lineberger et Wanstreet, 

1983) et Phalaenopsis (Mursyanti et al., 2016). Le phénotype hors-type avec une surexpression 

de la panachure (chimère péricline en W-W-G) pourrait alors être la conséquence du « 

remplacement » de la couche L2 par la couche L1 (Stewart et Dermen, 1970) lors de 

l'élaboration du méristème, un phénomène restant ponctuel et donc non systématique 

(Marcotrigiano, 1997). Une stabilité modérée a ensuite été obtenue chez la chimère péricline 

Phormium tenax 'Jessie' (G-G-W), pour lequel la multiplication est issue en majorité de 

méristèmes axillaires et de quelques méristèmes adventifs (Fig. 74). Pour ce génotype, les 

plantes hors-type présentant une structure en G-G-G, pourraient être issues d'une seule cellule 

de L1 (G), ou d'une origine multicellulaire entre L1 et L2 (tous deux G). Enfin, une fa ible 

stabilité est obtenue chez Cordyline australis 'Pink Passion' (G-W-G) avec son développement 

en « culture mixte », dépendant aussi des méristèmes axillaires et adventifs (Fig. 74). Ce type 

de résultats a été relevé précédemment chez Rubus laciniatus (McPheeters et Skirvin, 1983) et 
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Rhododendron (Pogany et Lineberger, 1990) avec des pourcentages de conformité similaires 

(53% et 6 à 50%, respectivement). Dans cette dernière étude, alors que les «  cultures mixtes » 

ont présenté ces taux de conformité hétérogènes, les cultures exclusivement adventives ont 

cependant présenté 100% de plants hors-type (Pogany et Lineberger, 1990). Avec des résultats 

similaires en « cultures mixtes » chez Cordyline australis ‘Pink Passion’, on peut donc faire 

l’hypothèse que les plantes conformes au type parental ont été principalement obtenues par des 

méristèmes axillaires, alors que les plantes hors-type ont été, en partie, obtenues par des 

méristèmes adventifs. Par conséquent, on peut émettre l'hypothèse que l'apparition de p lantes 

hors-type pourpres et non panachées (82 plantes sur les 87 plantes hors-type obtenues) 

correspondent à des plantes G-G-G (Fig. 73), probablement issues d'une seule cellule dans la 

couche épidermique L1 en G, alors que les quelques plantes hors-type à panachure inversée (5 

plantes sur les 87) correspondraient à des chimères G-G-W (Fig. 73), probablement issues d'une 

origine multicellulaire entre les couches L1 et L2 avec une plus grande contribution de la couche 

L1. 

 

Ainsi, après avoir caractérisé les phénotypes hors-type et déterminé leur origine, il s’agit 

maintenant d’identifier comment se caractérisent les taux de conformité, en vue de définir les 

leviers permettant des pistes d’amélioration. 

 

 

7. Le nécessaire triage des plants non-conformes à chaque repiquage 

 

Le suivi individuel plant par plant de la conformité phénotypique obtenue à chaque cycle clonal 

du premier au sixième cycle, a permis de mettre en évidence une fréquence croissante du 

nombre de plantes hors-type à chaque nouveau repiquage pour Yucca gloriosa ‘Variegata’ et 

Phormium tenax ‘Jessie’ (Fig. 55 A et B, respectivement), et des taux de perte de conformité 

extrêmement variables et élevés à chacun des cycles pour Cordyline australis ‘Pink Passion’ 

(Fig. 55 C). Il est cependant intéressant de noter que pour la Cordyline, ces taux sont très 

variables tout au long du processus (33 à 100% pour BAP, et 9 à 80% pour NPA entre le 2 ème 

et le 6ème cycle), mais que globalement ils ne semblent pas présenter une tendance  moyenne à 

l’augmentation entre le premier et le dernier cycle clonal. De même, après une augmentation 

lors des premiers cycles, le Yucca présente une stabilisation des taux de conformité au-delà du 

5ème cycle de culture (non-conformité toujours inférieure à 10%). C'est d'autant plus important 

que cette étude a montré qu'une plante hors-type génère principalement ou exclusivement des 

plantes hors-type au cycle suivant, et donc perpétue cette non-conformité. 

Ce phénomène provoque ainsi une accumulation progressive du nombre de plants non-

conformes au fur et à mesure du processus de multiplication, et souligne ainsi l'intérêt de les 

identifier et de les trier rapidement au cours du processus de production.  
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Cette sélection semble néanmoins difficile pour Phormium, qui exprime peu d'anthocyanes en 

phase in vitro, et nécessite d’attendre la phase d’acclimatation pour permettre l’observation de 

la panachure. Cependant, même en absence d’anthocyanes, l’optimisation de l’étalement 

foliaire pourrait permettre de distinguer les plants panachés par la différence phénotypique entre 

les tissus G et W (avec l’hypothèse avancée pour la structure de PtJE  en G-G-W). La sélection 

est également rendue difficile pour Cordyline, dont les feuilles ne s’étalent pas avant la phase 

d'élongation, rendant difficiles les observations de conformité (Fig. 48 I-J). Le développement 

de protocoles de multiplication plus complexes avec des phases d'élongation intermédiaires par 

exemple, ou l'adaptation des milieux de culture pour permettre l'al longement et/ou l’étalement 

des feuilles doivent être approfondis afin d'améliorer cette sélection.  

Pour Yucca cependant, le phénotype est observable pendant la phase de micropropagation, 

permettant d’effectuer un tri à chaque cycle pour ne conserver que les plants conformes. Ainsi, 

dans le cadre de la mise en application d’un triage à chaque cycle pendant plus de 55 cycles de 

culture successifs, il a été confirmé que le taux de perte de conformité à chaque cycle ne 

présentait pas d’augmentation chez Yucca gloriosa ‘Variegata’ (Fig. 49A), voir une diminution 

avec la perte de vigueur progressive chez Yucca flaccida ‘Golden Sword’ (Fig. 49B). On peut 

ainsi émettre l’hypothèse qu’une forte capacité de multiplication est liée à une forte stimulation 

des méristèmes, pouvant provoquer des divisions supplémentaires dans les cellules initiales des 

méristèmes, et à des ruptures du cloisonnement des couches et de la structure chimérique. Pour 

autant, ces résultats et les taux de conformité élevés obtenus permettent ainsi d’envisager une 

micropropagation conforme de ces deux cv. panachés. 

 

Il convient cependant pour cela de se pencher sur les potentialités de multiplication de chacun 

des cv. afin d’identifier les voies et perspectives futures de production.  

 

 

8. Les potentialités de multiplication industrielle des cultivars panachés 

étudiés 

 

8.1. Le genre Yucca 

 

Si des taux de multiplication de l'ordre de 3 à 4 pour des cycles de culture de 3 semaines ont 

été identifiés pour Yucca valida (Arce-Montoya et al., 2006), les taux obtenus dans cette étude 

pour Yucca gloriosa ‘Variegata’ sont de l'ordre de 2,5 à 3 pour les cultures effectuées en tubes 

individuels, soit des taux légèrement inférieurs. Ils permettent cependant une production plus 

rapide que les taux de 6 à 8 obtenus pour diverses espèces de Yucca en allongeant le temps de 

cycle de 5 à 12 semaines (Pierik et Steegmans, 1983 ; Bentz et al., 1988 ; Atta-Alla et Van 

Staden, 1997). En revanche, lorsque les cultures ont été menées en boîtes, les taux de 
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multiplication obtenus sont de l’ordre de 1,75 par cycles pour Yucca gloriosa ‘Variegata’ et 

1,89 pour Yucca flaccida ‘Golden Sword’. Les taux de multiplication de Yucca sont donc 

considérablement plus faibles lorsque les cultures sont menées en boîtes, probablement pour 

trois raisons principales : (1) La quantité de milieu disponible par plant avec environ 5 mL/plant 

en boîte contre 10 mL pour les cultures en tubes. (2) Un phénomène d’épuisement et de 

contamination progressive des plants qui se transmettent à l’ensemble du lot. Des 

contaminations bactériennes endogènes peuvent se manifester chez les plants les moins 

vigoureux et/ou dégénérant en culture. Ces contaminations peuvent se transmettre plant à plant 

dans une même boîte. En effet, il est généralement admis que malgré la stérilisation de surface 

des explants initiaux lors de l’introduction, les cultures ne sont pas nécessairement exemptes 

de bactéries par la suite. Et ces bactéries endogènes non détectées peuvent commencer à se 

multiplier et apparaître après une longue période de culture (Orlikowska et al., 2017). Un certain 

nombre de ces bactéries non-pathogènes finissent ainsi par proliférer avec les conditions 

particulièrement favorables de la culture in vitro pour les bactéries, et par affecter les plants. 

Le stress et la dégénérescence des plants pouvant en outre faire ressortir les bactéries endogènes 

et accélérer leur développement et transmission aux plants les plus sains. Pour ces bactéries non 

pathogènes pour les plantes cultivées ex-vitro mais nocives à terme pour les plants in vitro, 

Herman (1987) avait ainsi proposé le terme « vitropaths » (vitropathogènes). Il a en outre été 

rapporté que la culture in vitro prolongée peut modifier le taux de survie en accélérant la 

sénescence des clones (Konan et al. 2010 ; Graner et al., 2014 ; Graner et al., 2019), favorisant 

ainsi le développement et la transmission des vitropathogènes entre les plants dégénérant et les 

plants sains dans la même boîte de culture. (3) Le regroupement de plusieurs plants dans une 

même boîte de culture pourrait également affecter la vigueur générale par des phénomènes de 

dégagement d’éthylène par les plants les moins vigoureux ou en état de sénescence. En effet, 

bien que certaines monocotylédones soient moins affectées que les dicotylédones, de 

nombreuses espèces restent ainsi extrêmement sensibles. L'éthylène dégagée dans les flacons 

de culture par certains plants peut ainsi perturber la croissance normale des pousses directement 

ou indirectement régénérées, ou encore le développement des pousses axillaires (Gaba, 2005 ; 

Moshkov et al., 2008 ; Beyl, 2011), affectant alors les taux de multiplication. 

 

Dans un contexte industriel, une production ne peut cependant pas reposer sur l’utilisation de 

tubes individuels bien moins rentables. En effet, un tube individuel a un coût de revient de 

0,0955 € (Tubes de Witt, Groupe Meridis, Montpellier, France) contre 0,337 8€ pour une boîte 

pouvant contenir 21 plants, soit 0,0161 €/plant à chaque repiquage (MicroBox OV80, SacO2, 

Deinze, Belgique). De surcroît, les cadences de repiquage sont logiquement beaucoup moins  

rapides en tube individuel (50 plants/h contre 220 plants/h au Laboratoire Angevin des Plantes, 

pour les tubes et les boîtes de culture respectivement), ce qui a dont conduit à choisir de 

travailler en boîtes de culture. Les protocoles de production envisageables en boîtes peuvent 
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donc reposer sur des taux de multiplication d’environ 1,7 pour Yucca gloriosa ‘Variegata’ et 

1,8 pour Yucca flaccida ‘Golden Sword’ (ou respectivement 2,9 et 3,2 toutes les 6 semaines). 

Des taux supérieurs pourraient être obtenus en augmentant les durées des cycles, permettant 

ainsi une réduction des coûts de main d’œuvre. Cependant, ces cv. de Yucca présentent une 

importante dégénérescence des vitroplants à partir de la 4ème semaine de culture, même dans le 

cas de plants sains et indemnes de contaminations (Fig. 75). L’optimisation des conditions de 

culture de Yucca pourraient être envisagées pour réduire la dégénérescence des plants qui 

pourraient s’expliquer par exemple par une nutrition en azote déséquilibrée (avec un ratio en 

NO3-/NH4+ de 1,9) induisant une acidification du milieu par une forte teneur en NH4+ (George 

et De Klerk, 2008). Une modification du ratio à 4,4 s’étant ainsi montrée favorable chez Allium, 

une Asparagales (Luciani et al., 2001). Cette dégénérescence précoce pourrait également 

s’expliquer par une accumulation de métabolites secondaires létaux (Ahmad et al., 2013), ou 

par des contaminations endogènes latentes (Orlikowska et al., 2017). La réduction de cette 

dégénérescence pourrait ainsi permettre d’envisager un allongement des durées de cycle de 

culture, avec pour conséquence une augmentation des taux de multiplication et donc une 

réduction des coûts de main d’œuvre. 

 

 

Figure 75 : Photographies de vitroplants de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ en culture in vitro et 

présentant une dégénérescence. 

Après trois semaines de culture, les photographies présentent différents agrandissements de deux vitroplants 

présentant une dégénérescence, sans pour autant présenter de symptômes de contaminations endogènes.  

 

 

8.2. Le genre Phormium 

 

Concernant les cultures de Phormium, elles ont montré de faibles taux de multiplication de 

l'ordre de 1,4 à 1,7, mais aucune étude comparative de micropropagation n'a été trouvée, 

probablement expliquée par la relative facilitée de multiplication in vivo du genre Phormium. 

Les méthodes de multiplication par division de touffes, présentent cependant les désavantages 

d’être non seulement très couteuses en temps de main d’œuvre, et de rendre difficile l’obtention 

d’une culture homogène, les différents plants individuels d’une touffe étant très hétérogènes en 

taille (Fig. 31H). La stratégie maintenue reste donc l’optimisation des protocoles de 

micropropagation. Les milieux de multiplication sont cependant enrichis avec seulement 4,44 
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µM de BAP, ce qui est très inférieur aux 66,59 µM utilisés pour Yucca par exemple. Une 

augmentation des concentrations de cette cytokinine pourrait ainsi être envisagée pour 

augmenter les taux de multiplication. Cependant, de nouvelles recherches d’optimisation 

effectuées au Laboratoire Angevin des Plantes sur l'extension de la durée du cycle de culture à 

5 semaines ont permis d'augmenter les taux de multiplication à 2 par cycles pour les variétés 

du genre Phormium, révélant ainsi l'impact de la durée des cycles de culture et permettant de 

considérer la production de ce cultivar avec de meilleures perspectives (communication pers. 

LAP). 

 

8.3. Le genre Cordyline 

 

Des niveaux élevés de multiplication ont également été rapportés dans la littérature pour 

Cordyline, avec, par exemple, 6 pour Cordyline sp. (Chinnu et al., 2012), 14 pour C. fruticosa 

(Dewir et al., 2015) et même 60 méristèmes obtenus après 5 semaines pour C. terminalis (Ray 

et al., 2006). Dans cette étude, un niveau très bas, entre 1,2 et 1,7 par cycle de culture, a été 

obtenu pour Cordyline australis. Cette différence des niveaux de multiplication peut être due à 

: (1) la qualité de notre matériel végétal, c'est-à-dire des différences qui pourraient s'expliquer 

par l'état physiologique ou sanitaire des plantes mères; (2) le génotype, en effet même au sein 

du même genre, de nombreuses différences de vigueur et de multiplication peuvent être 

observées entre les génotypes, comme démontré chez Vaccinium (Fan et al., 2017), Musa 

(Selvakumar et Parasurama, 2020), ou Prunus (Khafri et al., 2020); (3) le phénotype panaché, 

en effet il est reconnu que la panachure a un impact négatif sur la vigueur et le développement 

des plantes en raison d'une réduction de la capacité photosynthétique dans les tissus déficients 

en chloroplastes (Sheue et al., 2012); et enfin (4) des conditions de culture in vitro puisque le 

type de cytokinine utilisé, la BAP, semble induire la formation de méristèmes, mais inhibe 

l'élongation de la tige et du système foliaire. En effet, des niveaux trop élevés de cytokinine 

provoquent de nombreuses petites pousses, qui ne parviennent généralement pas à s'allonger, et 

peuvent également provoquer une forme inhabituelle des feuilles de certaines espèces (Gaba, 

2005 ; van Staden et al., 2008 ; Martini et Papafotiou, 2013 ; Geng et al., 2016). Dans cette 

étude, l'élongation de Cordyline s'est principalement effectuée lors d’un dernier repiquage sur 

un milieu dépourvu de cytokinine. Cependant, bien que l'ajout de gibbérelline (GA3) a pu 

largement démontrer son efficacité dans l’élongation de vitroplants (Phillips et Garda, 2019), 

avec des exemples pour de nombreuses espèces comme Corylus avellana (Sandoval Prando et 

al., 2014), Malus domestica (Geng et al., 2016), ou encore Acanthostachys strobilacea (Santos 

et al., 2017), et même tout spécialement pour Cordyline avec une concentration optimale de 

14,44 µM  (Chinnu et al., 2012), les essais effectués dans cette étude avec 1,44, 2,89 et 14,44 

µM en association avec 4,44 µM de BAP ont pourtant révélé une réduction de l’élongation et 

du développement foliaire (comparé à un milieu avec 4,44 µM de BAP et sans GA), provoquant 
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ainsi l’effet inverse de l’objectif recherché. Ceci pourrait notamment s’expliquer par un 

phénomène de toxicité ou d’inhibition par la gibbérelline chez Cordyline australis comme 

relevé précédemment chez Rosa (Jacobs et al., 1970), Linum (Lane, 1979) ou Prunus par 

exemple (Reeves et al., 1985), ou d’un antagonisme avec la BAP (Jasinski et al., 2205 ; Fleishon 

et al., 2011). 

 

8.4. L’effet générationnel sur les capacités de multiplication 

 

Un suivi détaillé du matériel a permis de déterminer le taux de multiplication de chaque 

génération de plantes obtenue au cours des six premiers cycles de multiplication, et de mettre 

en évidence les différences de comportement et de développement in vitro dans les trois genres 

botaniques étudiés. Ainsi pour Yucca, toutes les générations de nouvelles pousses ont participé 

activement à la multiplication, bien que plusieurs cycles de repiquage soient nécessaires pour 

qu’un plant acquiert son potentiel de multiplication optimal. Cependant, après cette phase de 

maturation toutes les générations ont alors présenté une capacité similaire de multiplication, 

sans différence entre les explants initiaux et ceux obtenus à l’issue de plusieurs cycles clonaux. 

Des résultats équivalents ont ainsi été mis en évidence sur des explants de Neoregelia cultivés 

sur plusieurs cycles successifs (Graner et al., 2019). A l’inverse, contrairement au Yucca où 

toutes les nouvelles plantes participent rapidement à une multiplication, pour Phormium et 

Cordyline, ce sont les explants initiaux (plantes mères SG0 pour « Shoot Generated during cycle 

0 ») qui ont eu les taux de multiplication les plus élevés. Plusieurs hypothèses peuvent ainsi 

être proposées: (1) la vigueur interne des explants initiaux, avec des régulateurs endogènes en 

forte concentration; (2) des cycles de 4 semaines trop courts, avec des repiquages successifs 

effectués avant l'élongation des nouvelles pousses; (3) un meilleur développement du système 

foliaire et une meilleure croissance et multiplication des plantes lorsqu'une phase sans 

régulateurs de croissance est appliquée (dans ce cas, une étape d'introduction pour le SG0); et 

(4) dans le cas de Cordyline, une multiplication est présente mais non visible avant l’élongation 

(méristèmes dans la partie basale). En effet, contrairement au Yucca et au Phormium, la 

Cordyline présente un comportement de multiplication in vitro sous la forme d'un amas (ou 

cluster) de méristèmes, ce type de développement nécessitant par la suite une phase d'élongation 

essentielle pour mettre en évidence la multiplication (Kane, 2011). 

L’allongement des durées de cycle et la mise en place de cycles d’élongation favorisant le 

développement et l’étalement du système foliaire peuvent donc être envisagés pour améliorer 

la multiplication des genres Phormium et Cordyline. 

 

Partant de l’hypothèse que les méristèmes axillaires seraient particulièrement conservateurs de 

conformité comparés aux potentiels méristèmes adventifs, l’objectif de cette étude  était de 

favoriser le développement des méristèmes axillaires par la suppression de la dominance apicale 
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au moyen d’un inhibiteur du transport de l’auxine. Il convient alors maintenant de s’intéresser 

aux effets de l’inhibiteur utilisé, le NPA, sur le comportement de multiplication in vitro, et les 

taux de multiplication et de conformité. 

 

 

9. L’effet du NPA, inhibiteur du transport de l’auxine 

 

Bien que l'acide naphtylphtalamique (NPA) soit l'un des inhibiteurs de transport de l'auxine les 

plus utilisés pour réduire la dominance apicale et augmenter les taux de multiplication, son 

mode d’action est encore peu connu (Teale et Palme, 2018). Étudié en tant que traitement à 

forte concentration sur les cultures, il a amélioré la croissance axillaire sur les pseudobulbes de 

Cremastra appendiculata (Lv et al., 2018), et dans la micropropagation de Citrus sp. (Hu et al., 

2017). De même, la très faible ramification en micropropagation d’Alnus glutinosa a ainsi été 

considérablement améliorée avec 1 µM de NPA (Lall et al., 2005). Chez Alstroemerias, une 

monocotylédone, la multiplication à partir de méristèmes axillaires a été progressivement 

augmentée avec des traitements entre 0 et 10 µM, puis diminué lorsque la concentration 

excédait 10 µM (Pumisutapon, 2012). Des effets toxiques du NPA pouvant en effet rapidement 

apparaître, même à faible concentration avec 1 µM, puisque l’exposition prolongée chez Alnus 

glutinosa a provoqué une importante vitrification (Lall et al., 2005), alors que 10 µM chez 

Lycopersicon esculentum a provoqué un blocage de l’initiation foliaire avec le développement 

de méristèmes « nus » sans nouveaux primordia foliaires (Reinhardt et al., 2000). 

Dans notre cas, l'ajout de 1 µM de NPA au BAP a augmenté le taux de multiplication moyen 

chez Yucca, mais pas chez Phormium et Cordyline. Cela pourrait être dû à la différence de 

sensibilité au NPA selon le genre, ainsi qu'à la différence de concentration en BAP utilisée 

(66,59 µM pour Yucca, contre 4,44 µM pour Phormium et Cordyline). De même, aucune 

influence n’a été révélée sur le développement des axillaires par les observations histologiques 

menées sur les trois espèces Yucca gloriosa, Phormium tenax et Cordyline australis, ou sur les 

taux de conformité des trois cv. panachés. Des essais supplémentaires effectués sur Yucca avec 

des milieux enrichis uniquement en NPA avec des concentrations de 0 à 10 µM n’ont pas induit 

de multiplication, ce qui confirme que le NPA seul ne peut se substituer à l’utilisation de 

cytokinine, confirmant les résultats précédents de plusieurs auteurs (Feng et Linck, 1970 ; 

Thomson et al., 1973). Sur les premiers cycles avec cytokinine et NPA, l’ajout de NPA n’a pas 

permis d’augmenter davantage les taux de multiplication, même à 10 µM. Cependant, aucun 

signe de toxicité du NPA n'a été observé à une concentration de 1 µM chez Phormium et 

Cordyline, ou encore jusqu’à 10 µM chez Yucca. Les trois genres présentent en outre un 

enracinement spontané après un repiquage sur un milieu dépourvu en régulateurs de croi ssance 

(et donc sans nécessité d’ajout d’auxine exogène, Données Personnelles), ce qui pourrait révéler 
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une très forte teneur en auxine endogène, et expliquer l’absence d’effets d’une faible 

concentration à 1 µM de NPA. 

Il pourrait donc être envisagé une augmentation des concentrations pour augmenter les taux de 

multiplication, notamment chez Phormium et Cordyline. 
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« Quelle que soit la difficulté de la vie, il y a toujours quelque chose que vous pouvez 

faire et réussir. » 

 

Stephen Hawking 
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5                      Perspectives 

Avant-propos : 

 

L’objectif initial de ce travail reposait sur l’optimisation ou le développement de protocoles de 

multiplication dans l’espoir d’acquérir une autonomie d’approvisionnement par les pépinières 

André Briant Jeunes Plants pour les cultivars panachés. A la suite de ce travail, les perspectives 

envisagées sont donc très appliquées dans un contexte industriel d’optimisation et de rentabilité. 

Ces perspectives reposent ainsi : (1) Sur la stimulation préférentielle des méristèmes axillaires, 

puisque ce travail a montré que la non-conformité des plants est corrélée à la propension des 

cv. à se multiplier par des méristèmes adventifs ; et (2) La mise au point de protocoles de 

micropropagation à partir des connaissances acquises sur les données de taux de multiplication  

et de conformité, pour l’ajout de nouvelles lignes de production de cv. panachés au catalogue 

du Laboratoire Angevin des Plantes. 

 

 

1. Stimulation du développement des méristèmes axillaires 

 

Notre étude s’est particulièrement orientée vers l’utilisation d’un  régulateur de croissance de 

type cytokinine additionnée ou non de NPA (inhibiteur du transport de l’auxine) pour l’étude 

de l’impact sur le comportement de multiplication, et sur les taux de multiplication et de 

conformité. 

Mais d’autres pistes pourraient également être envisagées pour favoriser le développement des 

méristèmes axillaires (inhibiteurs de la biosynthèse de strigolactones, de l’acide abscissique, 

ou encore le type et la concentration en sucres et minéraux). 

La stimulation préférentielle des méristèmes axillaires pourrait ainsi à la fois augmenter le taux 

de multiplication et favoriser la propagation via les axillaires, favorables au maintien de la 

conformité. L'amélioration de ces deux objectifs pourrait notamment optimiser la production 

des cultivars panachés de Cordyline et Phormium, et améliorer ainsi la viabilité d’un processus 

de production industrielle. 
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1.1. L’utilisation d’inhibiteurs du transport de l’auxine 

 

Une étude plus approfondie sur l’augmentation des concentrations de NPA pourrait être 

envisagée, nos essais s’étant limités à une concentration de 1 µM , ne génerant aucun signe de 

toxicité observable chez Phormium et Cordyline. En effet, chez Alstroemeria, des 

concentrations plus élevées ont ainsi montré des effets bénéfiques jusqu’à 10 µM de NPA avant 

de montrer des effets de toxicité (Pumisutapon, 2012). 

Une autre molécule analogue au NPA, le TIBA (acide 2,3,5-triiodobenzoïque, un autre 

inhibiteur du transport de l'auxine), pourrait être envisagée pour approfondir les essais.  Cette 

molécule ayant montré des effets bénéfiques sur la stimulation des méristèmes axillaires de 

plusieurs monocotylédones : dès 0,22 µM et jusqu’à 10 µM chez Alstroemerias (Pumisutapon, 

2012), et dès 1 µM et jusqu’à 10 µM avant une toxicité atteinte au -delà de cette concentration 

chez Narcissus tazetta (Shahin et al., 2018). 

 

1.2. Les molécules affectant la biosynthèse de strigolactones et d’acide abscissique  

 

Découverte depuis les années 60, l’acide abscissique (ABA, issue des voies de dégradation 

oxydatives des caroténoïdes) intervient dans l’inhibition du développement des axillaires, et 

son effet inhibiteur a été mis en évidence dans plusieurs études (Chatfield et al., 2000 ; Ophir 

et al., 2009 ; Rai et al., 2011 ; Corot et al., 2017). A l’inverse, l’implication des strigolactones 

(synthétisées à partir d’un précurseur de caroténoïde) dans l’inhibition du développement des 

axillaires n’a été que récemment mise en évidence (Beveridge et al., 2000 ; Gomez-Roldan et 

al., 2008 ; Dun et al., 2012).  

Cependant, plusieurs molécules permettent d’en inhiber la biosynthèse  : comme le D2 ou le 

Fluridone (inhibiteurs de la biosynthèse des caroténoïdes, réduisant ainsi la production de 

strigolactones et d’acide abscissique ; Bartels et Watson, 1978 ; Sergeant et al., 2009 ; 

Pumisutapon, 2012 ; Tsuchiya, 2018 ; Fig. 76). Leur utilisation pourrait ainsi être envisagée, 

ayant montré un impact important sur la croissance des méristèmes axillaires chez plusieurs 

monocotylédones en culture in vitro. Des améliorations similaires sur le développement des 

axillaires et l’augmentation de la multiplication ayant en effet été révélées pour Alstroemeria 

(D2 et Fluridone ; Pumisutapon, 2012) ou Narcissus tazetta (Fluridone ; Shahin et al., 2018). 
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Figure 76 : Voie de biosynthèse des strigolactones et de ses inhibiteurs.  

Voie de biosynthèse des strigolactones (SLs ou strigol) et de ses inhibiteurs chez le riz et Arabidopsis 

(d’après Tsuchiya, 2018) 

 

 

Ainsi, puisque les strigolactones inhibent à la fois les méristèmes axillaires et adventifs, il y a 

un effet antagoniste entre les cytokinines et les strigolactones (Dun et al., 2012). Cependant, au 

travers d’une exposition au GR24 (une strigolactones de synthèse), il a pu être mis en évidence 

une faible réduction du développement des méristèmes axillaires, contre une forte réduction des 

méristèmes adventifs dans la micropropagation de Zantedeschia (Manandhar et al., 2018). 

Ainsi, le développement d’une balance adaptée entre GR24 et BAP dans les milieux de culture 

pourrait être envisagée pour Cordyline pour permettre, non pas de stimuler les méristèmes 

axillaires, mais plutôt d’inhiber les méristèmes adventifs, et augmenter ainsi les taux de 

conformité. 
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1.3. La concentration en sucres et minéraux du milieu de culture 

 

Il a été récemment démontré que le sucre avait un effet antagoniste de l'auxine d'origine apicale 

qui elle-même inhibe les cytokinines et les strigolactones, et un effet synergétique des 

cytokinines, permettant ainsi la suppression de cette dominance apicale et la croissance des 

bourgeons (Barbier et al., 2015 ; Wang et al., 2021). De même, il a été démontré que le 

saccharose supprimait également l'inhibition de la croissance par les strigolactones, sans 

interférer avec la régulation des niveaux de cytokinines par l'auxine (Bertheloot et al., 2019). 

Ainsi, à partir de 3% (p/v) de saccharose, l’effet de l’auxine et des strigolactones est 

particulièrement inhibé, permettant une augmentation significative des développements de 

méristèmes (Bertheloot et al., 2019). 

Il a par ailleurs été étudié par Litwinczuk et Bochnia (2012), le ratio de méristèmes 

axillaires/adventifs obtenus chez Paulownia en fonction du type et de la concentration en 

ressource carbonée.  Un optimum a ainsi été obtenu sur les milieux additionnés avec 4 % (p/v) 

de saccharose, ou 1,5% (p/v) de glucose, grâce à la réduction du nombre de méristèmes 

adventifs formés dans ces conditions. Des essais sur la source et la quantité de ressource 

carbonée, et notamment sur l’augmentation des concentrations de saccharose à hauteur de 3%-

4% (p/v) pourraient ainsi être envisagés sur Cordyline (actuellement utilisé à 2,5 % (p/v)) pour 

inhiber le développement de méristèmes adventifs et ainsi limiter le nombre de plants hors -type 

obtenus. 

 

1.4. La source de cytokinine 

 

Si de nombreuses cytokinines, ou composés aromatiques analogues, existent (Zéatine, Kinétine, 

BAP, 2-IP, Thidiazuron, Adenine hemisulfate, pour les principales ; Phillips et Garda, 2019), 

il y en a une découverte dans les années 90 et qui est maintenant de  plus en plus mentionnée : 

la méta-topoline (mT) et ses dérivés (Jones et al., 1996 ; Aremu et al., 2012). 

En effet, forte de nombreux avantages, elle peut remplacer avec succès de nombreuses 

cytokinines en apportant également un rôle correctif sur certaines perturbations de 

développement, comme résoudre les difficultés d’enracinement en stimulant la rhizogenèse 

parfois même sur les milieux de multiplication (Baroja-Fernandez et al., 2002 ; Bairu et al., 

2007 ; Lata et al., 2016), d’améliorer les taux de multiplication (Bairu et al., 2008 ; Lata et al., 

2016 ; Gentile et al., 2017 ; Nowakowska et Pacholczak, 2020), la réduction des phénomènes 

de vitrification (Bairu et al., 2007), des phénomènes de nécrose des apex (Bairu et al., 2009), 

des phénomènes de sénescence (Wojtania, 2010), de stress oxydatifs (Souza et al., 2019), ou 

encore d’améliorer l’état du vitroplant, permettant ainsi de réduire les difficultés 

d’acclimatation (Werbrouck et al., 1996 ; Naaz et al., 2019). 
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Il faut cependant noter qu'il existe des espèces qui répondent mieux aux autres cytokinines, la 

méta-topoline ne pouvant être considérée pour autant comme un régulateur de croissance idéal 

(Aremu et al., 2012). 

Mais le point le plus intéressant dans notre cas concerne la remarquable amélioration qu’elle 

apporte sur le taux de conformité pour la culture de plantes chimériques. En effet, Bogaert et 

al. (2006) ont utilisé une chimère de pétunia pour évaluer les taux de multiplication et de 

conformité des plants obtenus avec des concentrations de 0,25 à 4 μM de BAP ou de MemTR 

(un dérivé de méta-topoline). Quel que soit la concentration de MemTR, les explants de pétunia 

ont produit un nombre considérablement plus élevé de nouvelles pousses panachées, avec 

seulement un petit nombre de pousses vertes ou albinos, présentant des niveaux de conformité 

très supérieurs aux mêmes concentrations de BAP qui présentaient une majorité de plants verts 

ou albinos. Ces résultats suggèrent notamment que la méta-topoline est moins actif dans 

l'induction de pousses adventives et qu’elle réduit les «  erreurs » de divisions cellulaires pour 

maintenir les couches distinctes dans les méristèmes axillaires (Bogaert et al., 2006 ; Aremu et 

al., 2012 ; Lotfi et al., 2020). 

Bien que le coût de cette molécule soit bien supérieur à celui de la BAP, il reste bien inférieur 

à celui de la Zéatine (109 €/g, 4,92 €/g et 1156 €/g respectivement, chez Duchefa Biochemie, 

BH Haarlem, Pays-Bas, soit 22x plus cher que la BAP, mais 10x moins que la Zéatine).  

Pourtant, cette dernière est parfois la seule alternative acceptable pour la production de certaines 

espèces (Cappai et al., 2020), ce qui en fait une molécule couramment utilisée par le LAP. Le 

prix de la mT revenant ainsi à moins de 0,01€/plant, de nouveaux essais reposant sur son 

utilisation seraient alors particulièrement intéressants sur nos cultivars, et notamment sur 

Phormium tenax ‘Jessie’ et Cordyline australis ‘Pink Passion’, pour expérimenter son effet sur 

la stabilité du chimérisme sur nos espèces et améliorer les taux de conformité des plants 

obtenus. 

 

 

2. Propositions de protocoles pour la propagation conforme des cultivars 

panachés étudiés 

 

A partir des données obtenues sur les taux de multiplication et de conformité des différents 

cultivars étudiés, un protocole de micropropagation avec une vision industrielle a pu être 

développé sur chacune d’entre elle. 

De nouvelles pistes, comme la concentration en sucre ou de nouveaux régulateurs de croissance, 

peuvent être envisagés pour permettre la stimulation du développement des méristèmes 

axillaires et améliorer les taux de multiplication et les taux de conformité, bien que ces 

améliorations nécessitent une phase de R&D importante pour vérifier ces hypothèses et pour 

évaluer les coûts de rentabilité au regard de l’investissement. Cependant, dans l’attente d’une 
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validation de ces nouvelles pistes, des protocoles de production peuvent être proposés. Ils ont 

ainsi pour point commun de reposer sur la mise en évidence précoce des phénotypes panachés 

afin de procéder à un triage systématique à différentes étapes du processus de micropropagation 

in vitro. Des taux de pertes (ou survie selon les étapes) doivent ainsi être considérés selon les 

différentes phases de développement. 

S’insérant dans un contexte industriel, la question des coûts de production reste une 

problématique majeure de tout système et protocole de production. A partir du bilan comptable 

et de l’organisation de travail du Laboratoire Angevin des Plantes, ces coûts peuvent être 

estimés à chaque étape, et le coût de production final par plant obtenu permet alors de s’assurer 

de la viabilité économique du processus. 

 

2.1. Yucca gloriosa ‘Variegata’ 

 

Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR), a présenté un bon développement foliaire, apportant 

l’avantage de permettre un suivi du taux de conformité cycle par cycle. En simulant un triage 

sur les premiers cycles (Fig. 55 A) ou en l’effectuant techniquement sur un grand nombre de 

cycles de culture successifs (Fig. 56 A), nous avons pu démontrer qu’à partir de la mise en 

culture de plants exclusivement conformes à chacun des cycles, les taux de perte de conformité 

restaient inférieurs à 10%, et sans présenter d’évolution majeure à long terme.  

 

A la lumière de ces informations, il semble donc intéressant de maintenir les plants  sur un grand 

nombre de cycles de multiplication afin de réduire le nombre d’apex à introduire en culture in 

vitro en début de protocole. En effet, cette étape d’introduction étant particulièrement 

fastidieuse, les cadences d’introduction s’en retrouvent impactées, générant un coût non-

négligeable (1h pour prélever et désinfecter 50 explants, puis cadence de dissection stérile de 

10 explants/h). Pour un objectif final de 5 000 plants, avec un taux de multiplication moyen de 

1,7 lorsque les plants sont cultivés en boîtes de culture, et avec un taux de conformité à chaque 

cycle maintenu à 90%, 12 cycles de multiplication sont alors nécessaires pour réduire à moins 

de 50 le nombre d’apex à introduire (49 apex nécessaires pour 80% de réussite, Fig. 77), et 

réduire ainsi les coûts d’introduction. A noter ici que cette étape et cette rentabilité ont été 

rendues possibles grâce à l’amélioration des taux de réussite de cette phase d’introduction (5% 

au début du projet contre >90% suite à ce travail). Cette étape d’introduction peut être effectuée 

sur un milieu faiblement enrichi en cytokinine avec 2,22 µM de BAP afin de permettre d’obtenir 

plus rapidement un taux de multiplication (les premiers cycles ayant mis en évidence une 

multiplication très progressive, Tab. 8). Or expérimentation, c’est classiquement le milieu 

utilisé par le LAP pour introduire ce type d’espèces (Comm. Pers.). Les cycles de multiplication 

peuvent ensuite être réalisés sur des milieux à très grande concentration en BAP avec 66,59 

µM, avant une phase d’élongation sur un milieu dépourvu en régulateurs de croissance, puis 
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une phase d’enracinement sur un milieu enrichi avec 5,71 µM d’AIA. Bien que les étapes 

d’enracinement et d’acclimatation ne génèrent plus de multiplication, un taux de 90% de survie 

est envisagé à chacune de ces étapes pour prendre en compte les pertes éventuelles par 

dégénérescence ou manque de croissance des plants (l’étape d’acclimatation étant une étape 

particulièrement critique pour la survie des plants). 

 

Avec des cadences de repiquage de 220 plants/h en phase de multiplication et 180 plants/h en 

phase d’enracinement (d’après l’expérience du Laboratoire Angevin des Plantes), le coût global 

de production estimé pour 5 000 plants acclimatés est alors de 4 341,08 € soit 0,868 €/plant 

acclimaté (Fig. 77). Les productions globales du LAP présentant généralement un coût de 

production de l’ordre de 0,65 à 0,75 €/plant acclimaté, le potentiel prix de production d’un 

Yucca ‘Variegata’ est ainsi supérieur, s’expliquant notamment par les nécessaires tris à 

effectuer, conséquence de la relative instabilité de sa panachure. Cependant, les divers 

fournisseurs des Pépinières André Briant Jeunes Plants proposant des Yucca panachés en stade 

3 non-acclimatés entre 0,90 et 1,05 € (Globe Planter, Poilly lez Gien, France), ce protocole 

répond ainsi particulièrement aux objectifs de production et de rentabilité, avec un prix bien 

inférieur pour des plants déjà acclimatés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 77 : Protocole et coûts de production potentiels pour la micropropagation de 5  000 plants de la 

variété Yucca gloriosa ‘Variegata’. 

Intro : Introduction ; Elon : Elongation ; Enra : Enracinement ; Acclim : Acclimatation, pour les cultures 

menées sous bâches plastiques en serre d’acclimatation  ; Tunnel : Culture menée sous tunnels plastiques 

avec des plants acclimatés. Les cultures sont menées avec 21 vitroplants par boîtes. Les durées de cycle 

sont indiquées en semaine, pour une durée totale de 12 mois. 

 

 

Il s’avère ainsi que les forts taux de plants non-conformes obtenus précédemment par le LAP 

(0 à 40 %) et à l’origine du sujet de cette étude s’expliquaient par l’accumulation de plants hors -

type au cours des cycles successifs. Une optimisation des étapes de triage des plants sur la base 
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de leur phénotype, et de l’étape d’introduction, ont alors permis d’envisager des protocoles de 

production qui sont désormais économiquement viables. 

 

2.2. Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 

 

Tout comme Yucca gloriosa ‘Variegata’, Yucca flaccida ‘Golden Sword’ (YflGS) a présenté un 

bon développement foliaire permettant un suivi du taux de conformité cycle par cycle. A partir 

de sa mise en culture sur un très grand nombre de cycles (Fig. 56B), nous avons pu démontrer 

qu’en effectuant un triage à chacun des cycles, les taux de perte de conformité restaient 

inférieurs à 10%. 

 

Tout comme pour Yucca gloriosa ‘Variegata’, il semble donc intéressant de maintenir les plants 

sur un grand nombre de cycles de multiplication afin de réduire le nombre d’apex à introduire 

en culture in vitro et réduire ainsi les coûts élevés de cette étape. Pour un objectif de 5 000 

plants, avec un taux de multiplication de 1,8 et un taux de conformité à chaque cycle maintenu 

à 90%, 11 cycles de multiplication sont alors nécessaires pour réduire à moins de 50 le nombre 

d’apex à introduire (43 pour 80% de réussite, Fig. 78). 

 

Avec le reste du protocole et des cadences de repiquage identiques au Yucca ‘Variegata’, le 

coût global de production estimé pour 5 000 plants acclimatés est alors de 4 207,48 € soit 

0,842 €/plant acclimaté (Fig. 78), ce protocole répond ainsi particulièrement aux objectifs de 

production et de rentabilité, avec un prix bien inférieur à ceux proposés par les autres 

fournisseurs externes d’ABJP (0,90 à 1,05 €). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 78 : Protocole et coûts de production potentiels pour la micropropagation de 5  000 plants de la 

variété Yucca flaccida ‘Golden Sword’. 

Intro : Introduction ; Elon : Elongation ; Enra : Enracinement ; Acclim : Acclimatation, pour les cultures 

menées sous bâches plastiques en serre d’acclimatation  ; Tunnel : Culture menée sous tunnels plastiques 

avec des plants acclimatés. Les cultures sont menées avec 21 vitroplants par boîtes. Les durées de cycle 

sont indiquées en semaine, pour une durée totale de 11 mois.  
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Il s’avère ainsi qu’avant le démarrage de cette étude, le Laboratoire Angevin des Plantes et 

André Briant Jeunes Plants présentaient de très importants taux de plants non-conformes en 

culture (5 à 20%). Ceux-ci s’expliquaient par l’accumulation de plants hors-type au cours des 

cycles successifs, mais également tout particulièrement par un retour au vert des plants en 

culture. Ainsi, alors que les plants conformes présentent une feuille jaune avec des bordures 

vertes (Fig. 79), les plants en culture peuvent avoir tendance à un verdissement plus ou moins 

prononcé des tissus jaunes pouvant faire disparaître la panachure (Fig. 79B et C). Ce phénomène 

apparaît lors d’exposition à un stress (hydrique ou de basses températures). Les feuilles 

exposées ne reviennent alors plus au phénotype d’origine et les plants semblent avoir perdu le 

phénotype panaché, ce qui explique que les plants ne semblaient plus conformes et étaient 

considérées comme des pertes de culture (Fig. 79B). Cependant, avec un entretien approprié, 

toutes les nouvelles feuilles formées après cette phase de stress présentent bien un phénotype 

panaché, ce qui révèle que les plants n’ont pas « muté » et restent conformes. Ce phénomène 

de verdissement, détecté au cours de cette étude, révèle que la panachure du Yucca ‘Golden 

Sword’ pourrait être liée à un phénomène d’épigénétisme inhibant la spécialisation des 

proplastes en chloroplastes. Les observations révèlent cependant qu’un stress peut inhiber ce 

phénomène et déclencher la spécialisation qui, une fois acquise, est alors permanente (une 

feuille devenant verte ne peut redevenir panachée par la suite). Ce phénomène ne concerne 

cependant que les feuilles exposées au stress, puisque toutes les nouvelles feuilles formées par 

la suite sont bien panachées. 

Détectée en fin d’expérimentations, cette constatation n’a pas pu être davantage étudiée. Un 

approfondissement pourrait être envisagé pour comprendre quels phénomènes épigénétiques 

sont à l’œuvre et envisager des outils pour réduire leur implication.  

 

 

Figure 79 : Photographies de plants de Yucca flaccida ‘Golden Sword’ en culture. 

Plants présentant (A) un phénotype conforme de feuilles jaunes bordées de vert, (B) un phénomène de 

verdissement des tissus jaunes avec des plants qui ne semblent plus panachés et non-conformes, (C) les 

A B C 
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feuilles panachées présentent alors un verdissement masquant progressivement la panachure encore visible 

sur certaines feuilles. 

 

Dans l’état actuel des connaissances, une optimisation des étapes de triage des plants sur la base 

de leur phénotype, et un suivi de culture rigoureux et adapté limitant les stress, a alors permis 

d’envisager des protocoles de production économiquement viables.  

 

2.3. Phormium tenax ‘Jessie’ 

 

Contrairement aux Yucca, Phormium tenax ‘Jessie’ n’a pas systématiquement présenté le 

phénotype panaché pendant la phase de culture in vitro, les plants conformes ayant 

majoritairement révélé leur phénotype panaché au cours de la phase d’acclimatation. En effet, 

seuls les plants présentant un étalement foliaire bien développé ont pu révéler leur panachure 

en phase in vitro (surtout les plants générés dès la phase d’introduction, c’est-à-dire SG0 dans 

notre étude). 

 

A partir de sa mise en culture, des taux de multiplication de l’ordre de 1,5 à 2 ont été mis en 

évidence (Tab. 8), ce qui semble un peu faible pour permettre de considérer une production de 

ce cultivar. Surtout, l’absence de révélation du phénotype lié à un manque de développement 

foliaire ne semble pas permettre un triage et conduit à un fort taux de hors-type après 6 cycles 

de multiplication (Fig. 54C). Cependant, nos résultats ont montré que les plants obtenus 

nécessitaient 3 à 4 cycles de culture avant d’initier une multiplication (Tab. 9), ce qui semble 

correspondre aux plants ayant développé un étalement des feuilles satisfaisant. Il semble ainsi 

que ce manque de développement du système foliaire, et par voie de conséquence ces faibles 

taux de multiplication, soient en partie liés à des cycles de cul ture trop courts de 4 semaines, 

avec des repiquages trop rapprochés et effectués avant « maturation » du développement 

foliaire. 

Cependant, les recherches ultérieures d’optimisation effectuées au Laboratoire Angevin des 

Plantes sur l'extension de la durée du cycle de culture à 5 semaines ont permis d'augmenter les 

taux de multiplication à 2 par cycles pour les cv. du genre Phormium, révélant ainsi l'impact de 

la durée des cycles de culture et permettant d’envisager la production de ce cultivar 

(communication pers. LAP). Révélant également un meilleur développement foliaire, cet 

allongement des durées de cycle permet alors également d’envisager une meilleure visualisation 

du phénotype pour effectuer un triage des plants non-conformes après plusieurs cycles 

d’élongation. Cependant, il s’est avéré qu’en simulant un triage sur les premiers cycles pour ne 

conserver que les plants conformes (Fig. 55B), le taux de perte de conformité augmenterait 

néanmoins au fur et à mesure des cycles, avec jusqu’à 30% de pertes de  conformité au 6ème 

cycle de culture. 
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A la lumière de ces informations, il semble ainsi nécessaire de réduire le nombre de cycles de 

multiplication à un maximum de 6 pour éviter l’accumulation excessive des plants non -

conformes. Les plants peuvent ainsi être introduits en culture in vitro sur un milieu contenant 

2,22 µM de BAP afin de permettre d’obtenir plus rapidement un taux de multiplication (les 

premiers cycles ayant mis en évidence une multiplication très progressive, Tab. 8). Les cycles 

de multiplication peuvent ensuite être effectués sur des milieux contenant 4,44 µM de BAP 

pendant 5 semaines, permettant un taux de multiplication de 2 par cycles (Fig. 80). Bien que la 

conformité des plants ne puisse pas être évaluée sur ces milieux, 2 cycles d’élonga tion (sans 

régulateurs de croissance) suivis d’un cycle d’enracinement (enrichis avec 5,71 µM d’AIA) 

peuvent ainsi permettre un meilleur étalement foliaire permettant d’effectuer un triage selon la 

conformité phénotypique, évaluée potentiellement à 70% sur le cycle d’enracinement (où 

l’étalement foliaire continu de s’opérer). 

 

Avec l’objectif d’atteindre 5 000 plants, et en limitant cependant le nombre de cycles de 

multiplication à 6 pour réduire les pertes de conformité, cela nécessiterait ainsi plus de 20 0 

apex à introduire en culture in vitro, augmentant ainsi considérablement les coûts de cette phase 

fastidieuse. Avec cependant des cadences de repiquage plus élevées avec 300 plants/h en phase 

de multiplication et 280 plants/h en phase d’enracinement (d’après l’expérience du LAP), le 

coût global de production estimé pour 5 000 plants acclimatés est alors de 4 607,46 € soit 

0,922 €/plant acclimaté (Fig. 80). Les plants se retrouvent ainsi avec un coût de production 

potentiellement supérieur à ceux des Yucca. Cependant, les divers fournisseurs des Pépinières 

ABJP proposant des Phormium acclimatés entre 1,61 et 1,92€ (Fleurizon LLC, Camarillo, 

Californie, Etats-Unis). Ce protocole permet ainsi la fourniture autonome en plants et avec une 

meilleure rentabilité d’approvisionnement. 

 

 

 

Figure 80 : Protocole et coûts de production potentiels pour la micropropagation de 5  000 plants de la 

variété Phormium tenax ‘Jessie’. 

Intro : Introduction ; Elon : Elongation ; Enra : Enracinement ; Acclim : Acclimatation, pour les cultures 

menées sous bâches plastiques en serre d’acclimatation  ; Tunnel : Culture menée sous tunnels plastiques 
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avec des plants acclimatés. Les cultures sont menées avec 30 vitroplants par boîte. Les durées de cycle sont 

indiquées en semaine, pour une durée totale de 12 mois.  

 

 

2.4. Cordyline australis ‘Pink Passion’ 

 

Cordyline australis ‘Pink Passion’ a présenté une capacité de phénotypage intermédiaire. En 

phase de multiplication, comme le Phormium, sa panachure n’était pas identifiable en raison 

d’un manque d’étalement foliaire (Fig. 48J). Cependant, après une phase d’élongation, le 

système foliaire se développant a alors permis une appréciation très précise de l a panachure 

pendant la phase in vitro, tout comme pour le Yucca (Fig. 48 K-L). 

 

A partir de sa mise en culture, des taux très faibles de l’ordre de 1,2 à 1,7 ont été mis en évidence 

(Tab 8), ce qui semble très faible pour permettre de considérer une production de ce cultivar. 

Ces dernières années, le Laboratoire Angevin des Plantes a cependant optimisé la 

micropropagation du cv. Cordyline australis ‘Red Star’ dont le cv. ‘Pink Passion’ est issu. Il 

s’avère ainsi que sur ces mêmes milieux de culture, des taux de multiplication de 2 par cycles 

sont envisageables en allongeant les cycles à des durées de 5 semaines tout comme pour 

Phormium. En revanche, les plants de Cordyline australis nécessitent également une phase 

d’élongation optimisée avec 2 cycles successifs. Bien qu’il soit reconnu que la panachure ait 

un impact négatif sur la vigueur et le développement des plantes en raison d'une réduction de 

la capacité photosynthétique dans les tissus déficients en chloroplastes (Sheue et al., 2012), nos 

taux de multiplication bien inférieurs s’expliquent surtout par un état sanitaire très dégradé du 

matériel végétal de base. Avec une meilleure qualité sanitaire, et une durée de cyc le de 5 

semaines, des taux de multiplication de 1,8 par cycle semblent ainsi tout à fait envisageables. 

Concernant les taux de conformité, sans présenter une augmentation particulière au fur et à 

mesure des cycles lorsqu’un triage est effectué a posteriori  (Fig. 55C), en l’absence d’un réel 

système de triage, l’accumulation des plants non-conformes ont alors mené à des taux de 

conformité de l’ordre de 40% après 6 cycles de multiplication (Fig. 54C), en adéquation avec 

les précédents résultats du Laboratoire Angevin des Plantes. 

A partir de ces informations, il semble ainsi nécessaire de mettre en place plusieurs étapes 

d’élongation permettant de mettre en évidence le phénotype foliaire pour effectuer un triage de 

conformité avant l’accumulation de plants hors-type. 

 

Les plants peuvent ainsi être introduits en culture in vitro sur un milieu contenant 2,22 µM de 

BAP afin de permettre d’obtenir plus rapidement un taux de multiplication (les premiers cycles 

ayant mis en évidence une multiplication très progressive, Tab. 8). Les cycles de multiplication 

peuvent ensuite être effectués sur des milieux contenant 4,44 µM de BAP pendant 5 semaines, 

permettant un taux de multiplication de 1,8 par cycles (Fig. 81). Bien que la conformité des 
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plants ne puisse pas être évaluée sur ces milieux, 2 cycles d’élongation (sans régulateurs de 

croissance) peuvent ainsi permettre un meilleur étalement foliaire permettant d’effectuer un 

triage selon la conformité phénotypique. Un maximum de 5 cycles de multiplication success ifs 

doit alors être envisagé pour limiter l’accumulation des plants hors-type à 50%. Avec un objectif 

de 5 000 plants à produire, cela impose alors d’effectuer 2 phases de 5 cycles de multiplication 

suivies chacune de 2 cycles d’élongation permettant un triage et une conservation de 50% des 

plants. Les plants peuvent ensuite être repiqués sur un cycle d’enracinement (enrichis avec 5,71 

µM d’AIA) avant la phase d’acclimatation. Cependant, avec la réduction de la capacité 

photosynthétique (Sheue et al., 2012), cette étape souvent critique génère ainsi chez Cordyline 

‘Pink Passion’ un taux de perte important d’environ 30% (que les vitroplants enracinés 

proviennent du LAP comme de fournisseurs extérieurs). Un apport de lumière artificielle est en 

cours d’étude dans la serre d’acclimatation des pépinières André Briant Jeunes Plants afin de 

compléter l’apport de lumière naturelle et réduire les pertes lors de l’acclimatation de cette 

variété. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 81 : Protocole et coûts de production potentiels pour la micropropagation de 5  000 plants de la 

variété Cordyline australis ‘Pink Passion’. 

Intro : Introduction ; Elon : Elongation ; Enra : Enracinement ; Acclim : Acclimatation, pour les cultures 

menées sous bâches plastiques en serre d’acclimatation  ; Tunnel : Culture menée sous tunnels plastiques 

avec des plants acclimatés. Les cultures sont menées avec 30 vitroplants par boîtes. Les durées de cycle 

sont indiquées en semaine, pour une durée totale de 18 mois.  

 

 

Présentant des cadences de repiquage assez élevées avec 280 plants/h en phase de multiplication 

et 230 plants/h en phase d’enracinement (d’après l’expérience du LAP), le coût global de 

production estimé pour 5 000 plants acclimatés est alors de 5 822,84 € soit 1,165 €/plant 

acclimaté (Fig. 81). Les plants se retrouvent ainsi avec un coût de production très important 

comparé aux productions globales du LAP (0,65 à 0,75 €/plant acclimaté), et même en 

comparaison des Yucca et Phormium panachés. Cependant, en comparaison, les fournisseurs 

des Pépinières ABJP proposent des Cordyline australis ‘Pink Passion’ acclimatés à 1,64 € 
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(Baizur, Thailande), signe de la grande difficulté de production de ce cultivar. Nécessitant 

plusieurs étapes de triage, ce protocole exigeant permet alors cependant la fourniture autonome 

en plants et avec une meilleure rentabilité d’approvisionnement.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion 
                        

 

« La peur n'évite pas le danger, le courage non plus. Mais la peur rend faible, et le 

courage rend fort. » 

 

 

Misha Defonseca 
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                 Conclusion 

 

 

Les méthodes de micropropagation, ou de multiplication par culture in vitro, sont des processus 

pouvant être extrêmement efficaces et avantageux. Pour André Briant Jeunes Plants, pépiniériste 

très généraliste et leader européen de la production de jeunes plants ornementaux, le Laboratoire 

Angevin des Plantes, est un outil lui permettant de lui fournir plus de 10 % de son catalogue en 

nombre de variétés (150 variétés différentes sur les 1500), ou 20 % en quantité (1 800 000 plants 

annuels issus d’acclimatation puis sur-bouturage éventuel). Bien que généraliste extrêmement 

diversifié, ses clients en attendent cependant une qualité de production qui s’apparente à celle 

d’un spécialiste pour chacune de ses espèces. 

Bien que très efficace, cet outil de multiplication par culture in vitro a cependant trouvé ses limites 

avec les processus de production par micropropagation des variétés panachées. En effet, bien que 

présentant un caractère très esthétique à fort potentiel commercial, l’entreprise a rencontré de 

nombreuses difficultés dans l’obtention de plants conformes à l’individu de départ . 

Dans notre cas, la caractérisation de la panachure et l’étude des comportements et des potentialités 

de multiplication in vitro de plusieurs variétés dans les genres Yucca, Phormium et Cordyline ont 

alors permis d’identifier les différences majeures dans le développement et le comportement de 

la multiplication in vitro des monocotylédones. Ils ont également permis de mettre en évidence 

de nouvelles connaissances sur le développement foliaire de ces genres, avec différents modèles 

de contribution des couches méristématiques dans le développement foliaire.  

Si l’objectif de départ était la mise au point d’un outil de pronostic de la conformité, il s’avère 

que l’évaluation de la panachure semble possible lors de la phase de culture in vitro. Elle nécessite 

tout de même l’optimisation de l’étalement foliaire pour permettre de l’apprécier. De nouveaux 

essais semblent nécessaires pour optimiser l’élongation et le développement foliaire lors des 

phases de multiplication, mais elle semble tout de même efficace sur un milieu d’élongation 

dépourvu en régulateurs de croissance.  

En outre, les axes développés ici ont permis de relever plusieurs pistes pour l’amélioration d’une 

multiplication conforme au type d’origine et pour la stabilisation d’un caractère panaché 

particulièrement recherché. Mais surtout, ils ont permis de mettre au point un protocole adapté à 

chacune de ces variétés, en vue de les intégrer au catalogue de production du Laboratoire Angevin 

des Plantes, et d’apporter à André Briant Jeunes Plants une autonomie d’approvisionnement dans 

ces variétés particulièrement recherchées. Si les coûts de revient estimés sont pourtant plus élevés 

que pour le reste de la gamme présentant un feuillage vert, ils restent plus compétitifs que les prix 
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proposés par la concurrence et les fournisseurs extérieurs (souvent étrangers et à faible coûts de 

main d’œuvre). En outre, les variétés panachées présentant un attrait particulier, et étant réputées 

difficiles à multiplier, elles bénéficient d’une forte valeur ajoutée pouvant profiter à l’entreprise.  

Si cette dernière souhaitait se démarquer de la concurrence en développant de nouvelles variétés 

panachées, l’expertise acquise au cours de ce projet pourrait être particulièrement bénéfique. Bien 

qu’il se soit avéré que les quatre variétés étudiées soient toutes des chimères périclines, la 

diversité des plantes ornementales est extrêmement vaste, et comme nous avons pu le voir, les 

causes de la panachure peuvent également l’être. Une caractérisation de la panachure par des 

approches histologiques reste, avec la caractérisation des origines de multiplication, deux outils 

complémentaires qui semblent essentiels pour définir les potentialités de multiplication de 

variétés panachées. Et les outils développés dans ce projet à ces fins restent une avancée 

particulièrement intéressante pour l’entreprise. 

Mené dans le cadre d’une thèse Cifre, le cumul des fonctions au  cours de ce projet a permis de 

travailler sur un très grand nombre d’espèces et de variétés, permettant d’enrichir les 

questionnements de recherche, mais également l’expérience acquise au cours de ce travail. Les 

thèses Cifre permettent ainsi de former le trait d’union entre les entreprises et la recherche public, 

pour une collaboration permettant de faire évoluer l’entreprise avec les meilleurs éléments de la 

sphère scientifique tout en valorisant une approche appliquée pour les institutions publiques. 

D’une manière générale, alors que les laboratoires privés de culture in vitro ont été massivement 

délocalisés ces dernières années, ce travail pourrait ainsi apporter une plus-value pour 

l’entreprise, et plus généralement pour le secteur horticole français, avec le développement d’une 

nouvelle gamme de production très recherchée, une consolidation d’un savoir-faire local, et le 

retour à une autonomie d’approvisionnement. Des notions très favorables pour un secteur 

présentant une balance commerciale très déficitaire, mais s’appuyant sur une clientèle française 

très exigeante, désireuse d’innovations, et de plus en plus attirée par les productions locales.  
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      -Annexe 1-      

 

Figures supplémentaires 

 

 

 

 

 
Figure Supplémentaire 1 : Evolution du taux de multiplication en fonction des régulateurs de croissance, 

du cycle de culture et du cycle d’apparition des nouvelles pousses mises en culture pour Yucca 

‘Variegata’ (YgVAR), Phormium ‘Jessie’ (PtJE), et Cordyline ‘Pink Passion’ (CaPP). 

Les données sont identiques à celles des Tableaux 8 et 9, avec (A) Yucca 'Variegata' (YgVAR), (B) Phormium 

'Jessie' (PtJE) et (C) Cordyline 'Pink Passion' (CaPP). Le taux de multiplication correspond au  nombre de 

pousses individualisées obtenues pour chaque pousse cultivée (les plantes mortes ne sont pas repiquées et ne 

sont donc pas prises en compte). BAP, NPA et Control indiquent des pousses cultivées lors des cycles de 

multiplication (M1 à M6) sur un milieu additionné en BAP (66,59 µM pour YgVAR ; 4,44 µM pour PtJE et 

CaPP), ou avec BAP (aux mêmes concentrations) et 1 µM de NPA, ou encore sur un milieu sans RCs, 

respectivement. Les cycles d'élongation des pousses (E1 pour YgVAR, E1 et E2 pour PtJE et CaPP) ont été 

réalisés sur un milieu sans RCs pour toutes les variétés. Les courbes représentent la moyenne des taux de 

multiplication à chaque cycle de culture, alors que les histogrammes représentent le taux de multiplication de 

chaque génération de pousses (SG0-SG7) pour les milieux avec RCs (milieux BAP et NPA). Les barres 

représentent l'erreur standard à la moyenne. 

A 

B 

C 
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     - Annexe 2-      

 

Protocole d’introduction en culture in vitro des plants 

d’Asparagales 

 

 

Amélioré après les résultats obtenus dans le cadre de ce travail. 

 

Objectif : 

Permettre l’introduction en culture in vitro de matériel végétal avec un taux de réussite 

optimal (apprécié selon une décontamination optimale sans compromettre la reprise de 

croissance des méristèmes introduits). 

 

Matériel : 

▪ Lames de scalpel 

▪ Pinces de repiquage 

▪ Boîte plastique ou bouteille de verre 

▪ Agitateur magnétique 

▪ Hotte à flux laminaire 

▪ Autoclave 

▪ Chambre de culture 

 

Réactifs spécifiques : 

▪ Ethanol 

▪ Hypochlorite de sodium 

▪ Composants de milieux de culture in vitro 

 

Solutions : 

▪ Ethanol à 70° 

▪ Hypochlorite de sodium à 5% 

▪ Milieu d’introduction (base BSM additionnée de 0.5mg/L de BAP, voir Annexe 3) 

 

Méthodologie : 

▪ Prélèvement de l’apex en sectionnant toute la partie aérienne avec une lame de 

scalpel 
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▪ Rincer à l'eau stérile le plant pour retirer tout le substrat apparent, en brossant avec 

une brosse à dent décontaminée au préalable (solution désinfectante bactéricide et 

fongicide, ou éthanol 70°) 

▪ Couper le feuillage pour obtenir des apex d’environ 2cm de longueur 

 
▪ Sous hotte à flux laminaire et en conditions d’asepsies, et au  moyen de boîtes de 

culture ou de flacons de verre, effectuer plusieurs bains successifs de désinfection 

et sous agitation avec : 

➢ Un premier bain dans une solution d’éthanol à 70° pendant 5min  

➢ Un second bain dans une solution d’hypochlorite de sodium à 5% pendant 

15min 

➢ Trois bains successifs de rinçage dans de l’eau courante préalablement 

stérilisée 
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▪ Stocker les apex stérilisés dans une boîte hermétique pour ne pas les dessécher (les 

étapes suivantes pouvant être longues) 

▪ Déposer les apex sur papier de culture pour les sécher au fur et à mesure des 

dissection ultérieures 

▪ Disséquer délicatement les apex au moyen des pinces et lames de scalpels stérilisés 

très régulièrement (idéalement à chaque feuille donc toutes les 20-30sec), pour 

retirer une à une les feuilles engainantes et s’approcher du méristème apical 

caulinaire en laissant le moins de tissus possibles 

▪ Repiquer directement les apex disséqués (explants) dans des tubes contenant le 

milieu d'introduction : base BSM additionnée de 0.5mg/L de BAP, 2.5% de 

saccharose et 0.6% d’Agar pour solidifier le milieu. Le pH est ajusté à 5.7 avant 

autoclave et le milieu est stérilisé 22min à 121°C 

 

 
 

▪ Les tubes sont alors placés en chambre de culture à une température de 26°C jour 

et 23°C nuit et une photopériode de 16h 

 

 
 

▪ A l’issue de 3 semaines, observer les explants et trier en fonction des 

contaminations (bactériennes et fongiques) et des éventuels plants nécrosés par la 
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désinfection. Les plants sains et poussants peuvent être repiqués sur un second cycle 

de culture en tubes et sur le même milieu (certaines spores de champignons ne se 

développant pas systématiquement au cours du 1er cycle) 

 

         
 

▪ A l’issue de 3 nouvelles semaines, les plants en apparence sains peuvent être 

considérés comme convenablement désinfectés et être regroupés dans des boîtes de 

culture en vue d’une multiplication industrielle  

 

Risques et sécurité : 

Les solutions d’hypochlorite de sodium pouvant être irritantes, et les risques de coupure 

avec les lames de scalpels. 

 

Tri des déchets : 

Les solutions d’éthanol et d’hypochlorite de sodium peuvent être jetées dans les déchets 

toxiques, les tubes et boîtes de culture en plastique pouvant être jetées dans les bennes de 

recyclage plastique. 
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     - Annexe 3-      

 

Composition des milieux de culture en mg/L 
 

 

 

BSM : Basal Medium 

SMM : « Shoot Multiplication Medium » 

SEM : « Shoot Elongation Medium » 

SRM : « Shoot Rooting Medium » 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
BSM 

SMM 

Yucca 

SMM 

PtJE/CaPP 
SEM SRM 

Macronutriments      

KNO3 1900 1900 1900 1900 1900 

NH4NO3 1650 1650 1650 1650 1650 

MgSO4 7H2O 370 370 370 370 370 

KH2PO4 170 170 170 170 170 

CaCl2 2H2O 440 440 440 440 440 

Micronutriments      

H3BO3 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 

KI 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 

MnSO4 H2O 16,9 16,9 16,9 16,9 16,9 

ZnSO4 7H2O 10,6 10,6 10,6 10,6 10,6 

CuSO4 H52O 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 

Na2MoO4 2H2O 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 

CoCl2 6H2O 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 

FeSO4 7H2O 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8 

Na2EDTA 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3 

Vitamines      

Myo-inositol 100 100 100 100 100 

Nicotinic acid 1 1 1 1 1 

Pyridoxine HCl 1 1 1 1 1 

Thiamine HCl 10 10 10 10 10 

RCs      

BAP  15 1   

AIA     1 

Sucres      

Saccharose 2,5% 2,5% 2,5% 2,5% 2,5% 

pH 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 
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     -Annexe 4-      

 

Protocole de fixation 
 

 

Inspiré par le protocole du plateau IMAC de l’IRHS, amélioré après les conseils de Jean -

Luc Verdeil de la plate-forme PHIV du CIRAD de Montpellier. 

 

Objectifs : 

Etape essentielle dans la préparation des tissus pour l’observation microscopique afin de 

stopper les processus physiologiques pour préserver la structure des tissus aussi fidèlement 

que possible par rapport à l’état vivant. 

Les tissus doivent être fixés immédiatement après leur prélèvement.  

 

Matériel : 

▪ Tubes à hémolyse 

▪ Hotte aspirante 

▪ Pompe à vide 

▪ Agitateur magnétique chauffant 

▪ Réfrigérateur 

 

Réactifs spécifiques : 

▪ Glutaraldéhyde 50% en solution aqueuse : stockage à -20°C, puis 4°C après 

ouverture. Très volatile : prendre soin de filmer le bouchon du flacon. 

▪ Paraformaldéhyde : Solution en poudre à stocker à 4°C. Molécule de plus petite 

taille qui pénètre plus rapidement que le glutaraldéhyde. Recommandé pour la 

fixation d’échantillons pouvant avoir une cuticule épaisse.  

▪ Caféine : Solution en poudre à stocker à température ambiante. Permet la 

précipitation des polyphénols. 

 

Solutions : 

Tampon phosphate 0.2M pH 7.2 

▪ Tampon A 

o 1.2g Na2HPO4, 2H2O / 100 mL H2O 

▪ Tampon B 

o 0.90g NaH2PO4, H2O / 100 mL H2O 

▪ Tampon A+B 

o 40 mL Tampon A + 10 mL Tampon B, pH ajusté à 7.2 

 

Paraformaldéhyde 10% 

▪ 2g de paraformaldéhyde / 20mL H2O 

▪ Agiter et chauffer à 60-65°C sous hotte aspirante avec quelques gouttes de NAOH 

pour dissoudre le réactif jusqu’à obtenir une solution limpide  

▪ Contrôler le pH au moyen de bandes de contrôle et l’ajuster à 7 avec de l’HCl 

 

Solution de fixation 

▪ Tampon Phosphate 0.2M pH 7.2 50 mL 

▪ Paraformaldéhyde 10% 20 mL 

▪ Glutaraldéhyde (solution à 50%) 4 mL 

▪ Caféine 1 g 

▪ Eau distillée 26 mL 
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Solution de stockage 

▪ Ethanol à 70° 

 

Méthodologie : 

Durée 1 semaine (4j) 

▪ Les échantillons sont plongés individuellement dans la solution de fixation dans les 

tubes à hémolyse. Le volume doit être supérieur à celui de l’échantillon pour 

permettre son immersion complète. 

▪ La fixation se fait à 4°C en maintenant les tubes sur de la glace pilée 

▪ Les tubes sont placés dans une cloche à vide contenant la glace pilée et le vide est 

effectué à intervalle régulier pendant 3h. 

Une rupture du vide est réalisée toutes les 5 minutes, et une fois sur deux (donc 

toutes les 10 minutes), les tubes sont frappés après la rupture du vide pour permettre 

le détachement des bulles d’air accrochées aux échantillons.  

Les échantillons flottent en général au début de la manipulation, mais après 

plusieurs « cycles » de dégazage, ils tombent généralement au fond des tubes. 

▪ Après 3h, la solution de fixation est renouvelée. 

▪ Les tubes sont refermés avec des bouchons et placés à 4°C (cette fois au frigo) pour 

une durée de 72h. 

▪ Après 3j, les échantillons sont placés dans une solution d’éthanol à 70° à 4°C (les 

tubes sont refermés avec leur bouchon et placés dans le frigo) pour stockage.  

▪ Après 7j, renouveler la solution d’éthanol à 70° avec une solution fraiche (la 

première semaine notamment, un phénomène d’oxydation du milieu peut 

apparaître). 

▪ Après cela, renouveler la solution d’éthanol toutes les 2 semaines si les échantillons 

ne sont pas utilisés rapidement en inclusion. 

 

Risques et sécurité : 

Le glutaraldéhyde et le paraformaldéhyde sont très volatiles, dangereux par contact cutané, 

oculaire et muqueuses. Les manipuler avec des gants et sous hotte aspirante. 

 

Tri des déchets : 

Solution de fixation et solution d’éthanol utilisée pour le 1 er bain après la fixation : poubelle 

déchets toxiques CMR 

Solutions d’éthanol suivantes : poubelle alcool 

 

Sources : 

Fiches de protocole du plateau IMAC  
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     -Annexe 5-      
 

Protocole d’inclusion en résine Technovit 
 

 
Inspiré par le protocole du plateau IMAC de l’IRHS, amélioré après les conseils de Jean -

Luc Verdeil de la plate-forme PHIV du CIRAD de Montpellier. 

 

Objectif : 

Inclure les échantillons préalablement fixés dans de la résine Technovit 7100 pour 

permettre d’effectuer des coupes histologiques ultra-fines. 

 

Matériel : 

▪ Hotte aspirante 

▪ Agitateur magnétique 

▪ Pompe à vide 

▪ Réfrigérateur 

▪ Moules à inclusion 

▪ Etuve (37°C) 

 

Réactifs spécifiques : 

Pack Résine Technovit 7100 (résine + durcisseur N°1 et 2) 

 

Solutions : 

Solutions de déshydratation : Ethanol 70° - 80° - 90° - 95° - 100° 

 

Solution de pré-infiltration : 50% Ethanol 100°/50% Résine Technovit 7100 (grande 

bouteille) 

 

Solution d’infiltration : Dissoudre 1 sachet de durcisseur I (solution en poudre) dans 100 

mL de résine Technovit 7100 en agitant 5 à 10 minutes. 

 

Solution d’inclusion : 1 mL de durcisseur II (solution liquide, petite bouteille) pour 15 mL 

de solution d’infiltration. Maintenir cette solution en constante agitation, sans quoi la 

polymérisation s’effectue. 

Attention : la polymérisation de la résine est une réaction fortement exothermique (90°C 

dans des moules de 4mL), ce qui peut être dommageable pour les échantillons. 

 

Méthodologie : 

Durée 3-4 semaines. 

 

1ère semaine : 

Mardi : 

▪ Déshydratation à température ambiante puis 4°C : 

➢ Ethanol 70° 1 bain de 1h 

➢ Ethanol 80° 1 bain de 1h 

➢ Ethanol 90° 1 bain de 1h 

➢ Ethanol 95° 1 bain de 1h 

➢ Ethanol 100° 1 bain de 1h 

➢ Ethanol 100° 1 bain de 70h à 4°C au frigo (après avoir refermé les tubes) 
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Vendredi : 

▪ Pré-infiltration : 

➢ Remplacer le dernier bain d’éthanol à 100° par la solution de pré -infiltration 

➢ Placer le portoir de tubes dans la cloche à vide et appliquer le vide pendant 2h 

en dégazant toutes les 15min (les échantillons ont tendance à flotter au début en 

passant sur la solution de pré-infiltration, même s’ils sont dégazés, ils couleront 

à la fin de la période de pré-infiltration) 

➢ Stocker ensuite les tubes fermés 70h à température ambiante sous hotte aspirante 

(pour maintenir la fluidité optimale de la solution de pré-infiltration) 

 

2ème semaine : 

Lundi : 

▪ Infiltration : 

➢ Remplacer la solution de pré-infitration par la solution d’infiltration 

➢ Placer le portoir de tubes dans la cloche à vide et appliquer le vide pendant 2h 

en dégazant toutes les 15min (les échantillons ont encore tendance à flotter au 

début en passant sur la solution d’infiltration, même s’ils sont dégazés, ils 

couleront à la fin de la période d’infiltration) 

➢ Stocker ensuite les tubes fermés 96h à température ambiante sous hotte aspirante 

(pour maintenir la fluidité optimale de la solution d’infiltration)  

 

Vendredi : 

▪ Inclusion : 

➢ Préparer le volume de solution d’inclusion adéquat (entre 2.5 et 4 mL se lon la 

taille des échantillons)   

➢ Mettre la solution d’inclusion sous agitation assez vive pour éviter la 

polymérisation de la résine 

➢ Mettre 1mL de solution d’inclusion dans les moules (un fond de solution dans 

le moule avant d’y placer l’échantillon évite  de piéger des bulles d’air sous ce 

dernier) 

➢ En prenant les échantillons un par un : les retirer de la solution d’infiltration, 

les rincer avec de la solution d’inclusion et les placer dans les moules avant de 

rajouter le volume d’inclusion adéquate pour les recouvrir complètement 

(attention : prévoir un peu plus de résine car celle-ci se rétracte en 

polymérisant/séchant, descendant alors sous le niveau de l’échantillon)  

➢ Orienter les échantillons dans les alvéoles selon l’orientation de coupe désirée 

(lors de la polymérisation, les échantillons peuvent cependant encore bouger)  

➢ Placer les moules en plastique dans un grand plat pouvant contenir de l’eau 

liquide. Ajouter de l’eau jusqu’à mi-hauteur des moules et placer le plat à 4°C 

au réfrigérateur pour au moins 72h (le liquide permet un contact physique avec 

les moules, absorbant automatiquement toute libération de chaleur et permettant 

de préserver les échantillons de toute dégradation) 

 

3ème et 4ème semaine : 

➢ Observer chaque jour la polymérisation de la résine au moyen d’une aiguille 

➢ Lorsque la résine n’est plus liquide, finir la polymérisation à température 

ambiante sous hotte aspirante 

➢ Lorsque la résine est bien durcie, placer les moules à l’étuve à 37°C  

➢ Après quelques jours, les blocs de résine peuvent être préparés pour les coupes : 

après démoulage des blocs, le surplus de résine peut être scié, limé, poli, puis 
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les blocs peuvent être fixés sur le support de coupe (généralement des tasseaux 

de bois) 

 

Risques et sécurité : 

Les manipulations s’effectuent sous hotte avec des gants. La résine Technovit 7100 est 

irritante lorsqu’elle n’est pas polymérisée. 

 

Tri des déchets : 

Les solutions contenant de la résine sont déposées dans la pouvelle «  Résine » située sous 

la hotte aspirante. 

Les autres solutions sont à déposer dans la poubelle de déchets toxiques. 

 

Sources : 

Fiches de protocole du plateau IMAC 
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     -Annexe 6-      
 

 

 

Protocole de Coupe pour histologie foliaire au vibratome 
 

 

 

Protocole de prélèvement des feuilles : 
 

Objectif : 

Inclure les échantillons frais dans une solution d’Agar pour permettre d’effectuer des 

coupes histologiques fines et régulières permettant d’observer les différents tissus foliaires 

par coupes transversales. 

 

Matériel : 

▪ Ciseaux 

▪ Sacs de congélation 

▪ Pains de glace 

▪ Glacière 

Réactifs spécifiques : 

AUCUN 

 

Solutions : 

AUCUNE 

 

Méthodologie : 

▪ Prélever les feuilles la veille sur des plants âgés de 1 an après acclimatation 

▪ Si les feuilles sont plus longues, ne prendre que les 10 derniers cm (suffisant pour 

modéliser pleinement la panachure) 

▪ Placer les feuilles dans un sac de congélation avec du papier humide en indiquant 

le phénotype sur chaque sac 

▪ Placer les sacs dans une glacière avec des pains de glace  

▪ Maintenir les sachets au réfrigérateur pour la nuit et transporter dans une glacière 

le lendemain avec des pains de glace 

 

Risques et sécurité : 

Risque de coupe en maniant les ciseaux. 

 

Tri des déchets : 

Végétaux à jeter dans les déchets végétaux, sacs de congélation à jeter dans les déchets 

plastiques recyclables. 
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Protocole de coupes au Vibratome : 
 

Objectif : 

Effectuer des coupes transversales très fines et régulières permettant d’observer les 

différents tissus foliaires. 

 

Matériel : 

▪ Bouteille de 250ml 

▪ Plaque chauffante 

▪ Contenant pour faire un bain-marie 

▪ Moules de coulage 

▪ Lames de scalpel 

▪ Aiguilles 

▪ Pinces 

▪ Pinceaux 

▪ Verres de montre 

▪ Lames d’observation 

▪ Lamelles 

▪ Micropipettes 

 

Réactifs spécifiques : 

▪ Agar Low Melting Point 

▪ Colle Glue 

 

Solutions : 

▪ Solution de glycérol pour monter les lames d’observation  

 

Méthodologie : 

 

▪ Prendre Photos macroscopiques des feuilles 
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▪ Préparer l’Agar à 5% (5g/100mL) : 

➢ Faire fondre dans une bouteille au Bain Marie sur une plaque chaude avec 

une constante agitation (fusion à 65-70°C) 

➢ Couler 5mL par puit 

➢ Couper un fragment foliaire sur environ 1cm de longueur 

➢ Lorsque le gel refroidit, plonger le fragment et le maintenir verticalement  

➢ Placer la plaque de puits au congélateur pour accélérer la gélification et 

limiter l’échauffement des tissus (Gélification à 37°C)  

➢ Placer la bouteille avec agarose à l’étuve à 60°C en attendant les utilisations 

ultérieures 

 

▪ Après complète gélification, coller le moule sur un support de coupe grâce à la colle 

glue 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

▪ Couper les 4 côtés du moule en biseaux 

▪ Allumer le vibratome et placer une lame de coupe neuve 

▪ Placer le support de coupe dans le vibratome, et ajouter de l’eau jusqu’à mi -hauteur 

du moule 

▪ Avec le pinceau, humidifier le moule complètement (apporte une lubrification qui 

améliore la coupe) 

▪ Entrer les paramètres de coupe suivants : Fréquence 40 Hertz, Amplitude 1.0mm, 

vitesse de 15 

▪ Effectuer des coupes de 50 µm d’épaisseur dans la gélose jusqu’à atteindre 

l’échantillon 

▪ Réhumidifier avec le pinceau entre chaque coupe pour lubrifier  

▪ Effectuer 8 à 10 coupes à 50 µm d’épaisseur 

➢ Utiliser l’aiguille pour extraire délicatement les coupes de l’eau (pas de 

pinces qui écrasent les tissus) 

➢ La pince peut servir à attraper les « coupes de gélose » 

➢ Réhumidifier avec le pinceau entre chaque coupe 

➢ Si le bloc devient plus bas que le niveau d’eau, il faut alors retirer de  l’eau 

avec une pipette (si tout le bloc est sous l’eau, l’échantillon a tendance à 

bouger dans le moule gélosé) 

▪ Placer les coupes en attente dans un verre de montre avec de l’eau courante en 

précisant le génotype et l’épaisseur 

▪ Effectuer 8 à 10 coupes à 25 µm d’épaisseur 

▪ Placer les coupes en attente dans un verre de montre avec de l’eau courante en 

précisant le génotype et l’épaisseur 
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▪ Monter les lames en plaçant plusieurs coupes avec quelques gouttes de solution de 

glycérol 

▪ Effectuer des observations et photographies au microscope optique sous lumière 

blanche 

▪ Effectuer des observations et photographies au Microscope Confocal à Balayage 

Laser 

Risques et sécurité : 

Attention aux risques de coupe lors de la manipulation du vibratome. 

 

Tri des déchets : 

Végétaux à jeter dans les déchets végétaux, lames d’observation à jeter dans la poubelle 

appropriée aux lames de verre. 
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Highlights 

 

• Individualized plant monitoring revealed large differences in the multiplication rates and 

phenotypes obtained from variegated cultivars 

• Histological observations of meristems revealed that each species presented major 

differences during in vitro development and multiplication behavior 

• Laser scanning confocal microscopy of leaf tissues revealed chimeric layers with 

different contributions to leaf development 

• All cultivars are periclinal chimeras whose variegation stability depends on their 

propensity to propagate by adventitious meristems 

• Production potentials of these variegated cultivars are discussed from an industrial point 

of view  
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Abstract 

 

Cultivars with variegated foliage could be difficult to obtain in large-scale production of true-to-

type plants. To determine the micropropagation potentialities of ornamental variegated 

monocotyledons in an industrial and commercial context, to define the stability of their variegated 

phenotypes, and to understand how and when off-type plants appear, the shoot tips of a variegated 

cultivar of three different species : Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ and 

Cordyline australis ‘Pink Passion’ were introduced in vitro for propagation. The propagation rates 

and the variegation stability were estimated by separately monitoring each plant obtained during 

the several successive subcultures. During the in vitro process, samples were periodically fixed 

and studied by staining histological sections of the shoot tips. Leaf tissues were studied by light 

and confocal microscopy. 

After three-four subcultures, the multiplication rates obtained were stabilized at around 2.5 to 3 

for Yucca, 1.4 to 1.7 for Phormium, and 1.2 to 1.7 for Cordyline. The number of off-type plants 

obtained after six multiplication cycles was around 10% for Yucca, 25% for Phormium and 60% 

for Cordyline. The histology study showed that the axillary bud meristems (AxM) are totally 

(Yucca and Cordyline) or partially (Phormium) repressed by shoot apical meristem (SAM) in 

PGR-free medium. In the presence of BAP or BAP and NPA, only AxM were observed for Yucca, 

Phormium mainly developed AxM and some adventitious bud meristems (AdM), and Cordyline 

developed both AxM and AdM. The leaf section observations revealed that the three variegated 

cultivars turned out to be three periclinal chimeras.  

This histological study carried out on these cultivars highlights major differences in the 

development and in vitro multiplication behavior of three different genera belonging to the order 

Asparagales (clade monocotyledons). The variegation stability of these chimeric cultivars 

depends on their propensity to propagate by adventitious meristems.  
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1. Introduction 

 

Variegation is defined as the presence of multiple colors on leaves, flowers or stems, with regular 

or irregular patterns. On foliage, it provides an attractive and colorful visual appearance, an 

important trait for ornamental plants (Behe et al., 1999; Henny and Chen, 2003; Li et al., 2007). 

An understanding of the determinism of the variegation as well as of its heritability is therefore 

essential when selecting new cultivars (Cao et al., 2016). It could also help to control growing 

conditions that would lead to both the good expression of the variegation and to favorable 

propagation conditions that would ensure that the plantlets are true-to-type (Vladimirova et al., 

1997; De Keyser et al., 2019). 

Leaf variegation could be related to two main origins: either a special tissue structure and/or 

pigment heterogeneity. Structural variegation (physical color caused by the optical properties of 

leaf anatomy) includes the phenomenon of blistered leaves (Sheue et al., 2012) and the 

juxtaposition of different epidermal cells (Chen et al., 2017; Pao et al., 2020). Pigment-related 

variegation (chemical color) is mainly due to variations in chlorophyll content, whereas 

carotenoids, flavonoids and anthocyanins also contribute to obtaining multicolored leaves 

(Ahmed et al., 2004; Klancnik et al., 2016). 

These differences in pigmentation can have many causes: differential gene expression depending 

on the location on the leaf (Marcotrigiano, 1997), viruses that cause non-uniform chlorosis 

(Fulton, 1964; Marcotrigiano, 1997), plastome mutations (Wildman et al., 1973; Tilney-Bassett, 

1975), mitochondrial genome mutations (Newton and Coe, 1986; Bonnett et al., 1993), etc. 

However, the variegation linked to a deficiency in chloroplast development is one of the most 

common and studied variegation mechanisms (Fisher, 1986; Aluru et al., 2001; Sakamoto, 2003; 

Putarjunan et al., 2013; Tsai et al., 2017; Cao et al., 2018; Li et al., 2019). This phenomenon can 

occur in mutants with identical genotypes in the green and chlorotic sectors, providing interesting 

cases for epigenetic regulation studies (Cocciolone and Cone, 1993; Wang et al., 2016; Duarte-

Aké et al., 2016) or for the investigation of chloroplast biogenesis pathways (Sakamoto, 2003; 
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Putarjunan et al., 2013). However, leaf variegation can also occur when the cells of the two 

distinguishable color sectors have distinct genotypes, a phenomenon referred to as genetic 

mosaicism (Marcotrigiano, 1997). Periclinal chimeras are a special case of genetic mosaicism 

where an entire layer of the shoot apical meristem is genetically distinct from the others (Frank 

and Chitwood, 2016). The three layers (L1-L2-L3) of the meristem are maintained during plant 

development and contribute to the formation of the different organ tissues. In leaves, this leads to 

the phenomenon of variegation when a layer is genetically different in terms of anthocyanin 

synthesis or chloroplast biogenesis (Stewart and Dermen, 1979; Marcotrigiano, 1997; Frank and 

Chitwood, 2016). 

Tissue culture techniques are useful for the rapid vegetative propagation of a wide range of 

ornamental plants. However, the value of these techniques depends on the efficiency and the 

reliability of producing true clones of the original genotype. In tissue culture, the plants produced 

can have several origins and modes of development: (1) axillary branching, originating from 

preformed meristems; (2) direct adventitious organogenesis (i.e., not from preformed meristems 

but with shoots arising directly from plant cells in unusual locations); (3) indirect adventitious 

organogenesis (i.e., shoot regeneration via a callus phase); (4) direct somatic embryogenesis; or 

(5) indirect somatic embryogenesis (George and Debergh, 2008; Phillips and Garda, 2019). 

However, it appears that adventitious organogenesis and indirect embryogenesis systems tend to 

accumulate more spontaneous mutations compared to direct somatic embryogenesis, but that the 

most stable system with the fewest variations is axillary branching (Chu, 1992; Vazquez, 2001; 

George and Debergh, 2008; Zayova et al., 2010; Phillips and Garda, 2019). In 1981, Larkin and 

Scowkraft proposed a general term, “somaclonal variation”, for plant variants derived from tissue 

cultures, with different mechanisms involved: hyper/hypomethylation of DNA, changes in 

chromosome number, chromosomal rearrangements, and DNA base deletion/substitution due to 

oxidative stresses during tissue culture procedures (Krishna et al., 2016). 

In the case of variegated plants, true-to-type plants are commonly obtained by tissue culture when 

variegation is due to differential gene expression, e.g., on Aglaonema (Yeh et al., 2007), 

Codiaeum variegatum (Radice, 2000 and 2010) and Dracaena surculosa (Liu et al., 2010). In 
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contrast, for variegation due to epigenetic phenomena, the new plants obtained may be very 

heterogeneous, e.g., on Clivia miniata (Wang et al., 2016) and Agave angustifolia (Duarte-Aké et 

al., 2016). For the specific case of periclinal chimeras, the mode of multiplication has a very 

pronounced effect on the maintenance of the variegated character. A high proportion of true-to-

type plants are obtained by axillary branching (preformed meristems), while the adventitious 

meristems from organogenesis modes reveal very high frequencies of off-type plants in many 

genera like Yucca (Pierik and Steegmans, 1983), Ajuga reptans (Lineberger and Wanstreet, 1983), 

Rubus (McPheeters and Skirvin, 1983), Saintpaulia (Lineberger and Druckenbrod, 1985), 

Nicotiana (Marcotrigiano, 1986), Rhododendron (Pogany and Lineberger, 1990), Fragaria 

(Marcotrigiano et al., 1997) and Liriope (Amory and Gill, 1999). 

The aim of this study is to assess the feasibility of micropropagating variegated cultivars of three 

different species of ornamental monocotyledons in an industrial and commercial context: Yucca 

gloriosa ‘Variegata’, Cordyline australis ‘Pink Passion’ (both Asparagaceae) and Phormium 

tenax ‘Jessie’ (Xanthorrhoeaceae). 

Shoot tips of each cultivar were micropropagated via several successive subcultures using three 

different multiplication media, with the objective of stimulating axillary branching. An original 

aspect of this work is that the multiplication rates and leaf variegation were checked for each in 

vitro plant through the successive subcultures, making it possible to characterize the development 

of each genus, and the precise evolution of variegation of each cultivar. At the same time, 

histological analyses of meristematic areas were performed to determine the developmental mode 

of the newly formed shoots. A laser scanning confocal microscopy of leaf tissues of different 

phenotypes was carried out on each species in order to characterize the variegation. All these data 

should help to better understand the mechanisms behind the variegations of our cultivars, to define 

their stability and, finally, to determine the best conditions for the production of true-to-type 

plants.  
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2. Materials and methods 

 

2.1. Plant material and growth conditions 

 

A variegated cultivar was studied for each of the three selected genera: Yucca gloriosa ‘Variegata’ 

(YgVAR) with green leaves and thin white edges; Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) with green 

leaves and a pink stripe in the center; and Cordyline australis ‘Pink Passion’ (CaPP) with purple 

leaves and pink edges (Fig. 1). YgVAR and CaPP plants were issued from in vitro-propagated 

material, whereas PtJE plants were the result of in vivo vegetative propagation. For comparative 

purposes, Phormium tenax and Cordyline australis wild type plants (PtWT and CaWT 

respectively) with uniform green leaves were grown from seed. With no available seeds of Yucca 

gloriosa wild-type (YgWT), a ten-year-old plant kept in collection under natural conditions at the 

Institut Agro (Angers, France) was also used for comparative purposes. 

 Excepted for YgWT, plants were transplanted in 500 ml plastic pots containing a horticultural 

substrate (25% pine bark, 50% Baltic peat and 25% coconut fiber), and grown under plastic 

tunnels in frost-free conditions. 

 

2.2. Micropropagation from shoot tips 

 

For Yucca gloriosa ‘Variegata’ and Phormium tenax ‘Jessie’, shoot tips of 1 cm were excised 

from one-year-old stock plants growing in plastic tunnels after in vitro and in vivo propagation, 

respectively. Explants were rinsed in sterile water, disinfected by soaking in 70% ethanol for 5 

min and 5% sodium hypochlorite (NaClO) for 15 min. After rinsing three times in sterile water, 

the outer leaves were carefully removed and the explants (207 and 229 shoot tips for YgVAR and 

PtJE, respectively) were introduced in vitro by placing them in sterilized plastic tube cultures with 

10 ml of basal solution medium (BSM) composed of Murashige and Skoog medium without plant 

growth regulators (Murashige and Skoog, 1962), supplemented with 2.5% sucrose and 0.6% agar 
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powder (Agar HP697, Kalys, Bernin, France) for which the pH was adjusted to 5.7 before 

autoclaving. For Cordyline australis ‘Pink Passion’, rooted shoots were purchased from a private 

laboratory of tissue culture and directly introduced on BSM after root elimination (240 shoot tips). 

For the introduction step, cultures were conducted under a 16-h photoperiod provided by cool-

white fluorescent tubes (Sylvania, Luxline Plus, Daylight-type, Germany) at 25 µmol m−2 s−1 at 

26°C. 

After 3 weeks, healthy shoot tips were transferred to shoot multiplication medium (SMM) based 

on BSM, with three different plant growth regulator (PGR) combinations: (1) 6-

benzylaminopurine (BAP), referred to as BAP medium in this study; (2) BAP and 1 µM of N-1-

naphthylphthalamidic acid (an inhibitor of auxin transport; Teale and Palme, 2018), referred to as 

NPA medium; and (3) without plant growth regulators for a control condition, referred to as 

Control medium (Fig. S1). BAP was used at 66.59 µM (Yucca) and 4.44 µM (Cordyline and 

Phormium), depending on the laboratory experience. Cultures were then conducted under a 16-h 

photoperiod provided by cool-white fluorescent tubes adjusted to 50 µmol m−2 s−1 at 26°C. Shoot 

tips were subcultured and eventually divided every 3 weeks (Yucca) or 4 weeks (Cordyline and 

Phormium). After three or six clonal subcultures (whose multiplication cycles were referred to as 

M1, M2, etc.), shoots were transferred to a shoot elongation step on BSM without plant growth 

regulators for one subculture (E1) for Yucca, and two (E1 and E2) for Cordyline and Phormium. 

Shoot tips were then transferred for rooting on BSM supplemented with 5.71 µM of IAA. After 

3 weeks for rooting, plants were transplanted to a plug tray (composed of 80% cocopeat and 20% 

peat) before acclimatization in a greenhouse at a temperature above 20°C and manual humidity 

management. After 2 months, plants were transferred to plastic tunnels under frost-free 

conditions. 

 

2.3. Histological analyses of meristematic areas 
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Histological analyses were performed on micropropagated in vitro plants every 10 days during 

the first two clonal subcultures and at the end of the 6th clonal cycle on SMM (Fig. S1). Samples 

were vacuum-fixed at 4°C for 72 h in 0.2 M phosphate buffer at pH 7.2, supplemented with 2% 

(v/v) paraformaldehyde, 1% (w/v) caffeine and 1% (v/v) glutaraldehyde, according to the 

modified Jouannic et al. (2011) protocol. Then, after a progressive dehydration in ethanol series 

from 50 to 100% (1 h for each one and 72 h for the last one at 100%), each sample was finally 

pre-impregnated in ethanol/resin (v/v) for 96 h, then impregnated in resin (96 h) and finally 

embedded in Technovit 7100 resin (Heraeus Kulzer, Wehrhrim, Germany). Longitudinal sections 

of 3 µm were made every 25 µm over the entire thickness of plants using a microtome (Leica 

RM2265, Wetzlar, Germany). Slides were double-stained with periodic acid-Schiff (PAS) reagent 

(Sigma–Aldrich, Lyon, France) for insoluble carbohydrate compound detection (Clark, 1984), 

and with Naphthol BlueBlack (NBB) for protein detection (Fisher, 1968). In the end, 1912, 2249 

and 2052 sections were obtained and analyzed for Yucca ‘Variegata’, Phormium ‘Jessie’ and 

Cordyline ‘Pink Passion’, respectively, and microphotographs were taken with a 

stereomicroscope (SZX 16, Olympus, Tokyo, Japan). 

 

2.4. Laser scanning confocal microscopy of leaf tissues 

 

Leaf histological observations were made for Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax 

‘Jessie’ and Cordyline australis ‘Pink Passion’ true-to-type plants (YgVAR TTT, PtJE TTT and 

CaPP TTT, respectively), and for off-type plants obtained from micropropagation (YgVAR OT, 

PtJE OT and CaPP OT, respectively), as well as for Yucca gloriosa, Phormium tenax and 

Cordyline australis wild-type (YgWT, PtWT, CaWT). Cross-sections (25 µm) were obtained 

from fresh leaves embedded in 5% Low Melting Point Agarose, which melts at between 62 to 

68°C (Amresco Low Melting Point Agarose, VWR Life Science), and cut using a vibratome (HM 

650V, Microm, Walldorf, Germany). Microscope imaging was performed with a confocal laser 

scanning microscope (CLSM, Nikon Instruments, Melville, NY, USA) using a 10 or 20x 0.7 
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glycerol immersion lens. Excitation was provided by lasers at 405, 561 and 638 nm, with 

emissions captured from 425 to 475 nm (autofluorescence of lignin and cuticle), 570 to 620 nm 

(anthocyanin autofluorescence) and 662 to 737 nm (chlorophyll autofluorescence), respectively. 

Transmitted light images were routinely recorded with bright-field optics. Pseudocolor images 

could be generated by combining blue (405 nm), yellow (561 nm) and red (638 nm) transmitted 

light images with laser power adjusted so that the background transmitted light was even. 

 

2.5. Phenotypic data and statistical analysis 

 

During the micropropagation process, secondary shoots emerging from a shoot tip were excised 

at each subculture, identified, observed and transferred to a new individual plastic tube in order 

to follow their development. The formation of each new shoot was scored from SG1 to SG8, 

where SGx corresponds to a shoot generated during the multiplication subculture x (Mx, i.e., SG3 

and SG6, for new shoots generated during cycles M3 and M6, respectively). SG0 corresponds to 

shoots initially introduced in vitro on BSM without PGR, before transfer to the multiplication 

media for clonal subcultures M1 to M6 (see Fig. S1). 

The multiplication rate was noted for each in vitro plant at each subculture as the number of 

individualized shoots obtained per each cultivated shoot tip. The phenotypic conformity of the 

leaf variegation for each in vitro plant was observed and noted according to the phenotypic 

characteristics previously mentioned. The phenotype of the new shoots (daughter plants, e.g., 

SGx+1) was observed at the end of the micropropagation process, after the elongation phase for 

Yucca 'Variegata' and Cordyline 'Pink Passion', and during the acclimatization phase for 

Phormium 'Jessie', and compared to that of the shoots cultured on the previous subculture (mother 

plants, i.e., SGx in this example). The phenotypes of a new shoot and of its mother plant were 

determined at the same time and associated a posteriori.  

All of the healthy shoots were used at each subculture, except for YgVAR because, in order to 

limit the number of plants, a part of the new shoots obtained after subcultures M4, M5 and M6 
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were randomly selected and excluded from the subsequent subcultures. After the 3rd 

multiplication subculture, a part of the shoots was transferred to the shoot elongation step to 

evaluate the variegation. The rest was subcultured for three additional multiplication cycles (up 

to M6), with, as a consequence, a reduction in the number of individuals after the 3rd subculture 

(see Fig. S1). 

Statistical analyses were performed with the ANOVA test and Tukey’s multiple comparison tests 

(p=0.05), or the Kruskal-Wallis test (p=0.05) when the number of individuals was too low. For 

the phenotypic observations, bimodal phenotype data (i.e. 0 for true-to-type and 1 for off-type 

phenotype respectively) were fitted in logistic models. Pearson's Chi-squared test with the Yates's 

continuity correction (p=0.05), in R software (version 4.0.3), was also used.  
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3. Results 

 

3.1. Multiplication rates during the in vitro micropropagation process 

 

Shoots were micropropagated on three media (Control, BAP and NPA), and the global 

multiplication rate was defined for each clonal cycle, when shoots were subcultured for 

subsequent cycles (1 corresponding to “no multiplication”, see Table 1, and Fig. S2 for graphical 

data). 

For Yucca gloriosa ‘Variegata’, the shoots showed no multiplication at all on the control medium 

(Table 1A, Fig. S2). On media with PGR (Fig. 2A and B, Table 1A, Fig. S2), the multiplication 

rate was slightly higher than 1 during M1 (1.13 and 1.28 for BAP and NPA, respectively) and 

was then multiplied by 2 during M2 (2.02 and 2.55 for BAP and NPA, respectively). For both 

media, the multiplication rate then stabilized between 2.5 and 3 from M3 to M6. The 

multiplication rate remained stable during the shoot elongation step E1 (Fig. 2C, Table 1A, Fig. 

S2, mean of 2.39 and 2.79 for BAP and NPA, respectively). For all of the cycles, i.e., for the 

average of all subcultures, the BAP medium led to a significantly lower multiplication rate than 

that of NPA, according to Tukey's HSD multiple comparison test (mean of 2.37 and 2.59 for BAP 

and NPA respectively). 

For Phormium 'Jessie', a very low multiplication occurred on the control medium (1.05, the 

average of all of the cycles; Table 1B, Fig. S2). With PGR (Fig. 2E and F, Table 1B, Fig. S2), no 

secondary shoot emerged during the first multiplication cycle (M1). The shoot tips then presented 

a multiplication with a maximum in M3 (mean of 1.93 and 2.16, respectively, for BAP and NPA). 

The multiplication rate then decreased and reached an equilibrium on M4 to M6 and on E1 

(average of 1.61 and 1.66, respectively, for BAP and NPA). During the second elongation cycle 

(E2), no new shoots were formed, regardless of the SMM used before. For all of the cycles, 

medium with PGR had a significantly higher multiplication rate than the control, but with no 

differences between BAP and NPA (mean of 1.41 and 1.41for BAP and NPA, respectively). 
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For Cordyline australis ‘Pink Passion’, like for YgVAR, the shoots showed no multiplication rate 

on the control medium during the eight successive subcultures (Table 1C, Fig. S2). On media 

with PGR (Fig. 2I and- J, Table 1C, Fig. S2), the shoots showed a very low multiplication rate 

during M1 (1.00 and 1.02 for BAP and NPA, respectively). Then, from M2 to M6, the shoots 

presented low but stable rates (between 1.15 and 1.60, and between 1.24 and 1.72 for BAP and 

NPA, respectively). The first elongation cycle (E1) produced low multiplication rates (1.47 and 

1.05 for BAP and NPA, respectively), but the second one (E2) gave higher rates (2.29 and 2.03 

for BAP and NPA, respectively). For all of the cycles, Tukey's HSD multiple comparison tests 

show no difference between the BAP and NPA combination (1.41, 1.42 and 1.00 for BAP, NPA 

and Control, respectively). 

 

3.2. Variegation stability during in vitro propagation 

 

To evaluate the variegation stability and the influence of the medium and the number of 

multiplication cycles on it, the phenotype of the produced plants was observed and compared after 

three or six multiplication cycles, followed by one (YgVAR) or two (CaPP and PtJE) elongation 

cycles. 

For Yucca 'Variegata', the variegation phenotype was clearly visible during all of the in vitro 

phases (Fig. 2A to D), whereas for Cordyline 'Pink Passion', the phenotype could only be 

determined after the elongation step (Fig. 2K and L). Since the in vitro plants of Phormium 

‘Jessie’ do not express anthocyanins during the in vitro phase (Fig. 2E and F), their variegation 

was determined after acclimatization (Fig. 2G and H). Off-type plants corresponded to albino 

plants or to plants with excessively wide white edges for Yucca (Fig. 2D), non-variegated green 

leaves for Phormium (Fig. 2H), and non-variegated purple leaves (82 off-type plants obtained out 

of the 87 in total) or with an inverted variegation (5 off-type plants obtained out of the 87) for 

Cordyline (Fig. 2L). 
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The total off-type rate is low for YgVAR, moderate for PtJE and high for CaPP (Fig. 3A, B and 

C, to the left, respectively). After six micropropagation cycles, the off-type rate was higher than 

after three cycles for all of the cultivars (9.77 and 11.10% vs. 1.01 and 2.33% for YgVAR (Fig. 

5A left); 25 and 25.51% vs. 8.70 and 9.68% for PtJE (Fig. 3B left); and 60.98 and 62.50% vs. 

45.45 and 31.25% for CaPP (Fig. 3C left) for BAP and NPA, respectively). No significant 

differences were found between the BAP and NPA combinations for the three cultivars (p-value 

> 0.05). For PtJE, on the control medium, the variegation was evaluated for the ten plants obtained 

after six cycles of multiplication. Among the ten plants obtained, three were off-type (30%), 

which is similar to the BAP and NPA results (p-value = 0.70, according to the Kruskal-Wallis 

test).  

In order to determine whether the variegation losses are random or determined by the phenotype 

of the plants subcultured in each cycle, the phenotype of each daughter plant was compared to 

that of their mother plant subcultured at the previous clonal cycle. Since the data were not 

significantly different between BAP and NPA, Table 2 summarizes the results of both media.  

The mother plant phenotype is mainly transmitted to the daughter plants (Table 2). A true-to-type 

variegated plant produced 95.7%, 75.4% and 60.6% of true-to-type daughter plants for Yucca, 

Phormium and Cordyline, respectively. Similarly, an off-type mother plant produced 64.7%, 

51.9% and 100% of off-type daughter plants for Yucca, Phormium and Cordyline, respectively, 

with no evolution of the off-type phenotype. Thus, for the three cultivars, there was no 

independence between the phenotypes of the mother plant and the daughter plant (p-value = 2.2e-

16, 0.003694 and 3.344e-11 for YgVAR, PtJE and CaPP, respectively, with Chi² tests, Table 2).  

However, a return to the original true-to-type phenotype was observed from off-type plants for 

35.3% and 48.1%, for Yucca ‘Variegata’, and Phormium ‘Jessie’, respectively. It was never 

observed for Cordyline 'Pink Passion'. 

With the objective of determining the evolution of the ability of true-to-type plants to provide the 

same phenotype over several successive clonal cycles, an individualized monitoring of plants 

were performed, and made it possible to calculate the rate of off-type obtention from true-to-type 

shoots at each subculture (M1 to E1 or E2) (Fig. 3 right). For Yucca 'Variegata', the rate of off-
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type obtention remained low (under 2%) during the first four multiplication subcultures, 

regardless of the media. It significantly increased during M5 and persisted at around 5 and 7% 

during M6 and E1 (Fig. 3A right). For Phormium 'Jessie', the first multiplication subcultures 

produced only true-to-type plants during M2 with BAP and during M2 and M3 with NPA (Fig. 

3B right). The rate of obtention of off-type plants per subculture then gradually increased to 30% 

or more on M6 and E1 (Fig. 3B right). For Cordyline 'Pink Passion', few true-to-type plants were 

observable after secondary shoot production at each subculture due to the low multiplication rate 

and the high mortality of explants. From M2 to E2, the percentage of off-type obtention per 

subculture varied from 10 to 100% with a high variability (Fig. 3C right). No impact of NPA on 

the rate of off-type obtention from true-to-type shoots was demonstrated for any of the three 

cultivars. 

 

3.3. Meristem origin during in vitro propagation 

 

To determine the origin of the new shoots, histological observations were made on samples during 

the multiplication cycles (Fig. S1). For each sample, the position of the shoot apical meristem was 

easily localized at the center between leaves (Fig. 4A and J). Other meristematic areas were 

identified due to specific meristematic cell features: small isodiametric cells with a high nucleo-

cytoplasmic ratio and a cytoplasm stained in blue due to its protein content with small or no 

detectable vacuoles (Fig 4C). 

For Yucca ‘Variegata’, these meristematic areas were all located along the stem at the underarm 

of the leaves, corresponding to the axillary bud meristem position (AxM, Fig. 4). On the control, 

the axillary buds were small (Fig. 4A and J), without developed leaf primordia around the 

meristematic dome, with an approximate size of 100 µm (green arrows; Fig. 4A and J,  and Fig. 

S3). With PGR (BAP; Fig. 4B and C), meristematic domes were larger (size greater than 200 

µm), showing the active development of several leaf primordia (blue arrows; Fig. 4B and C, and 

Fig. S3).  
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For Phormium ‘Jessie’, all meristematic areas (except the SAM) were also located along the stem 

at the underarm of the leaves for all conditions, which could again correspond to axillary bud 

meristems (AxM; Fig. 4). For the control, we can observe axillary meristematic areas (green 

arrows; Fig. 4D) with a size of 50 to 100 µm and with a few small leaf primordia green arrows; 

Fig. 4L. In conditions with PGR, a more active development of new shoots was visible (BAP; 

Fig. 4E and F); axillary meristems presented a larger size, from100 to 150 µm, with more and 

larger leaf primordia (blue arrows; Fig. 4F). No differences were observed between BAP and 

NPA combinations and between SG0 (Fig. 4D) and SG5 (Fig. 4E, and Fig. S4) shoots after the 

6th subculture.  

For Cordyline ‘Pink Passion’, all meristematic areas (except the SAM) were located along the 

stem at the underarm of the leaves for samples on the control medium (AxM, green arrows; Fig. 

4G) with a size of approximately 50 µm and no leaf primordia (green arrows; Fig. S5). With PGR 

combinations, axillary buds were observable at the same location in the upper part of the stem 

(blue arrows; Fig. 4H and I). However, in the lowest part of the stem, other meristematic areas 

were present, not necessarily at the underarm of the leaves. They consisted of a large meristematic 

dome (100 to 200 µm) and small leaf primordia (red arrows; Fig. 4K, M and N).  Two types of 

buds, axillary bud meristems (AxM) in the upper part of the stem (blue arrows; Fig. 4G, H, and 

I) and adventitious bud meristems (AdM) in the lowest part, were observed (red arrows; Fig. 4H 

and K), and both developed secondary new shoots. Stems and axillary buds presented a dense and 

continuous vascular system (green and blue arrows; Fig. 4-G-H-I), whereas in the lowest part of 

the shoot, the tissues induced by PGR combinations presented a less dense vascular system and 

did not necessarily continue until the appearance of the adventitious buds (red arrows; Fig. 4K, 

M and N).Observations performed on the entire width of the samples determined that only one 

axillary bud meristem was observed per leaf, for all combinations for Yucca and Cordyline (Fig. 

4A, B, C and Fig. 4G, H, I, respectively), and for the control condition of Phormium (Fig. 4D), 

but that distinct areas of meristematic cells could be observed at the underarm of some leaves on 

media with PGR for Phormium (blue and red arrows; Fig. 4E and F). 
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For all three cultivars, the differences between samples on the control medium and samples on 

PGR media could already be observed at 20 d and persisted up to the 6th cycle of SMM. Additional 

photographs of each condition are provided as supplementary data (Fig. S3, S4 and S5). 

 

3.4. Laser scanning confocal microscopy of leaf tissues 

 

To better characterize the nature of the variegation of these cultivars belonging to three different 

genera and to explain their degree of instability, laser scanning confocal microscopy was carried 

out on leaf tissues of the green wild types (YgWT, PtWT and CaWT respectively), true-to-type 

Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ and Cordyline australis ‘Pink Passion’ 

(YgVAR TTT, PtJE TTT and CaPP TTT, respectively), and off-type plants derived from 

micropropagation of the variegated true-to-type plants: leaves with excessively wide white edges 

for YgVAR OT, uniformly green for PtJE OT, or purple for CaPP OT leaves (Fig. 5). 

For Yucca, wild-type phenotype (YgWT, Fig. A1), clearly revealed the presence of chloroplasts 

in the stomata guard cells (Fig. 5A4 and A5), whereas conversely, leaves of YgVAR (TTT and 

OT, Fig 5B1 and C1 respectively) did not reveal chlorophyll autofluorescence in the epidermis 

(Fig. 5B4, B5 and C4, C5 respectively). Leaves of YgWT presented visible chloroplasts in all the 

layers of the mesophyll from the central rib (Fig. 5A2) to the edge of the leaf (Fig. 5A3). In 

YgVAR TTT, chloroplasts were visible in all the layers of mesophyll cells in the central part of 

the leaf blade (Fig. 5B2), but with a mesophyll free of chloroplasts at the extreme of the leaf edge 

(Fig. 5B3). Conversely, for leaves of YgVAR OT, one to two layers of hypodermal cells were 

free of chloroplasts on the adaxial and abaxial side of the central rib (Fig. 5C2), and the 

chloroplast-free leaf edges are much wider (Fig. 5C3). 

For Phormium, the three phenotypes (PtWT (Fig. 5D1), PtJE (Fig. 5E1) TTT and PtJE OT (Fig. 

5F1)) clearly revealed the presence of chloroplasts in the stomata guard cells with a high intensity 

of chlorophyll autofluorescence (Fig. 5D4 and D5, E4 and E5, F4 and F5, respectively). The three 

phenotypes all presented one to two layers of hypodermal cells free of chloroplasts on the adaxial 
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side, from the central rib to the edge of the leaf (Fig. 5D2, D3, E2, E3, F2 and F3). Leaves of 

PtWT and PtJE OT presented visible chloroplasts in all the other layers of the mesophyll, from 

the central rib (Fig. 5D2 and F2, respectively) to the edge of the leaf (Fig. 5D3 and F3, 

respectively). Conversely, for PtJE TTT, there was only one or two layers of cells with 

chloroplasts on the abaxial side of the central part (Fig. 5E2), but the leaf edge presented cells 

with chloroplasts on the entire mesophyll, except for one or two layers of cells on the adaxial part 

of the leaf (Fig. 5E3).  

For Cordyline, the three phenotypes (CaWT (Fig. 5G1), CaPP TTT (Fig. 5H1) and CaPP OT (Fig. 

5I1)) clearly revealed the presence of chloroplasts in the stomata guard cells with a high intensity 

of chlorophyll autofluorescence (Fig. 5G4 and G5, H4 and H5, I4 and I5, respectively). Leaves 

of CaWT and CaPP OT presented visible chloroplasts in all the layers of the mesophyll from the 

central rib (Fig. 5G2 and I2 respectively) to the edge of the leaf (Fig. 5G3 and I3 respectively). 

On the other hand, for CaPP TTT leaves, one to two layers of hypodermal cells were free of 

chloroplasts on the adaxial and abaxial side of the central part of the leaf blade (Fig. 5H2), and 

no edge cell contained any chloroplasts (Fig. 5H3) 

Although anthocyanins fade rapidly, vacuoles with anthocyanins were observed in the first three-

four hypodermal layers for all areas of the leaf of the CaPP TTT and OT (Fig. 5H2 and H5, I2 

and I5 respectively). Anthocyanins fade too rapidly for Phormium, but were observed in the most 

internal mesophyll of the central part of PtJE TTT (Fig. 5E2). No anthocyanin was visible in the 

leaves of Yucca, PtWT, PtJE OT or CaWT (Fig. 5A2 and A3, B2 and B3, C2 and C3, D2 and D3, 

F2 and F3 and G2 and G3 respectively). Comparisons with photographs taken in white light and 

interpretative diagrams are provided as supplementary data (Fig. S6, S7 and S8).  
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4. DISCUSSION 

 

4.1. Yucca gloriosa, Phormium tenax and Cordyline australis have different 

types of development 

 

The aim of this study was to produce variegated and true-to-type plants. The most effective 

method for doing this consists of promoting the development of axillary buds (Chu, 1992; 

Vazquez, 2001; Zayova et al., 2010; Phillips and Garda, 2019). Nevertheless, some regeneration 

can also arise from adventitious meristems; this dual origin is referred to as “mixed cultures” 

(George and Debergh, 2008). Since the origin of newly formed axes (axillary buds, adventitious 

organogenesis) can have an impact on variegation stability, it was determined on the basis of 

detailed histological observations.    

For the three cultivars, Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ and Cordyline 

australis ‘Pink Passion’, histological observations revealed that each leaf presents a single and 

unique axillary bud at its underarm, as is the case for many other monocotyledons (Fisher, 1978; 

De Klerk, 2012). The three species revealed different growth behaviors in vitro with or without 

PGR (Fig. 6).  

Without PGR, the plants developed similarly to plants in vivo. For Yucca gloriosa and Cordyline 

australis, the axillary buds are subjected to apical dominance (Fig. 6), which is naturally released 

upon formation of the flowering stem, and whose development leads to the budburst of the 

axillary buds and secondary branching (Tomlinson and Fisher, 1971). For Phormium tenax, this 

dominance is lesser and presents a gradient of intensity that allows the budburst of the most distant 

axillary meristems, with a basitonic development (Fig. 6), similar to its development in vivo with 

many shoots (Puri et al., 1966). 

BAP is a synthetic cytokinin that stimulates cellular division and control of morphogenesis, 

making it possible to inhibit apical dominance, to release lateral buds from dormancy and to 

stimulate the development of new adventitious meristems (George and Debergh, 2008). In the 
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presence of this PGR, Yucca gloriosa presented a propagation exclusively linked to the 

development of axillary bud meristems in Fig. 6. Phormium tenax had a majority of shoots arising 

from axillary bud meristems, with several non-axillary shoots arising from distinct cell groups 

with a meristematic appearance and located close to the axillary meristem bud (Fig. 6), referred 

to as “semi-axillary” and generally classified as adventitious regeneration (De Klerk, 2012). 

Finally, for Cordyline australis, exposure to BAP led to the propagation of axillary buds in the 

upper part of the plant, but also stimulated the formation and the development of new adventitious 

bud meristems in the basal part of the plant by direct organogenesis (George and Debergh, 2008; 

Fig. 6). Consequently, Phormium tenax and Cordyline australis presented both axillary and 

adventitious shoots, referred to as “mixed cultures” by George and Debergh (2008). 

A concentration of 4.44 µM of BAP was sufficient to allow the stimulation of axillary and 

adventitious bud meristems, even in different proportions, in Phormium tenax and Cordyline 

australis. However, for Yucca gloriosa, despite a 15x higher concentration (66.59 µM), only 

axillary bud meristems developed. NPA is an auxin transport inhibitor that reduces apical 

dominance to promote axillary outgrowth (Teale and Palme, 2018). Although the addition of 1 

µM of NPA did not seem to have had an effect on the behavior of the three species, no differences 

were observed with medium supplemented with NPA during histological observations or on the 

conformity of the plants obtained. 

 

4.2. Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ and Cordyline 

australis ‘Pink Passion’ are periclinal chimeras with different 

contributions of layers to leaf development 

 

The three variegated cultivars present bicolored leaves with a difference between the center of the 

limb and the leaf edges. These variegated models (cell-lineage type) are generally associated with 

the expression of genes differentiated according to their location on the leaf or their epigenetic 

instability (Marcotrigiano, 1997; Nabeshima et al., 2017), but more specifically with periclinal 
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chimeras, i.e., plants where at least one entire layer of the shoot apical meristem is genetically 

distinct from the others (Stewart and Dermen, 1979; Marcotrigiano, 1997; Frank and Chitwood, 

2016). The three layers (L1-L2-L3) of the meristem are maintained during plant development and 

contribute to the formation of the different organ tissues, where the L1 layer normally contributes 

to the epidermis, the L2 layer to one or two layers of subepidermal cells and the leaf edge 

mesophyll, and the L3 layer to the inner leaf blade mesophyll (Fig. 7). In leaves, when a layer is 

genetically different in terms of anthocyanin synthesis or chloroplast biogenesis, a phenomenon 

of variegation can occur (Stewart and Dermen, 1979; Marcotrigiano, 1997; McHale and 

Marcotrigiano, 1998; Frank and Chitwood, 2016). To confirm the nature of the variegation and 

explain the potential instability during propagation, a characterization of the different leaf tissues 

was carried out. 

The histological observation of different phenotypes with green leaves (YgWT, PtWT and 

CaWT), variegated (YgVAR TTT, PtJE TTT and CaPP TTT) with an over-expression of the 

variegation (YgVAR OT), or with the loss of variegation (PtJE OT and CaPP OT), enabled us to 

highlight exactly three layers of uniform cells on these species. On the basis of these results, it 

could be assumed that the three variegated cultivars, Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax 

‘Jessie’ and Cordyline australis ‘Pink Passion’, are periclinal chimeras with three distinct 

meristematic layers, L1-L2-L3, with different contributions of these meristematic layers to leaf 

development, depending on the species. Indeed, in Yucca gloriosa, three different amounts of 

tissue containing viable chloroplasts were demonstrated in the three phenotypes YgWT, YgVAR 

TTT and YgVAR OT, thus exhibiting an arrangement of three concentric layers (Fig. 8). Thus, 

results reveal that Yucca gloriosa 'Variegata' is a periclinal chimera with a chloroplast-deficient 

layer and a W-G-G chimeric structure (L1-L2-L3, G and W, corresponding to layers with a 

uniform development (green) or a deficiency in chloroplasts (white), respectively), where the L1 

layer contributes to the leaf border mesophyll (Fig. 8), as in Chlorophytum and Dracaena (Stewart 

and Dermen, 1979). The OT phenotype with over-expression of the variegation is then the result 

of a periclinal chimera in W-W-G, with chloroplasts maintained only in the innermost L3 layer 

(Fig. 8), which explains the wider edges and the light green phenotype of the leaves. In Phormium 
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tenax, two different amounts of tissue containing chloroplasts were demonstrated in the three 

phenotypes PtWT, PtJE TTT and PtJE OT (Fig. 8). At the central leaf blade, while PtWT and 

PtJE OT presented viable chloroplasts in all cells, PtJE TTT only presented chloroplasts in 

epidermis and the first subepidermal cells on the abaxial side. The innermost layer of the 

mesophyll therefore showed an absence of chloroplasts. But their presence in the subepidermal 

cells revealed an intermediate layer between the epidermis and the internal mesophyll, leading to 

the conclusion that Phormium tenax 'Jessie' is a periclinal chimera with a chloroplast-deficient 

layer and a G-G-W chimeric structure (Fig. 8). The L1 layer contributes to the epidermis, the L2 

layer to one or two layers of subepidermal cells and to the mesophyll of the leaf edge, and the L3 

layer deficient in chloroplasts but enriched in anthocyanins, contributes to the internal mesophyll 

of the leaf blade (Fig. 8). However, the presence of a hypodermic thickness without chloroplasts, 

characteristic of the genus Phormium (Puri et al., 1966), "masks" the contribution of the L2 layer 

on the adaxial surface (Fig. 8). The phenotypes studied do not make it possible to determine if the 

L1 layer is involved only in the epidermis or in the mesophyll of the leaf edges as well. The non-

variegated OT phenotype is then the result of three G-G-G layers, and therefore to the loss of a 

chimeric structure, leading to a uniformly green phenotype (Fig. 8).  Finally, concerning 

Cordyline australis, two different arrangements of tissues containing chloroplasts were 

demonstrated in the three phenotypes studied histologically: CaWT, CaPP TTT and CaPP OT 

non-variegated and uniformly purple. At the central leaf blade, if CaWT and CaPP OT presented 

chloroplasts in all cells, CaPP TTT only presented in the epidermis and in the innermost 

mesophyll (Fig. 8). With an intermediate layer deficient in chloroplasts between two layers which 

contain it, the cultivar ‘Pink Passion’ appears to be a periclinal chimera with a layer deficient in 

chloroplasts and a chimeric structure in G-W-G. The L1 layer contributes only to the epidermis, 

and the L2 layerto two-three layers of subepidermal cells and to the mesophyll of the leaf edges 

(Fig. 8). The non-variegated OT phenotype is therefore the result of three G-G-G layers and, 

consequently, the loss of a chimeric structure. The phenotype with reversed variegation is the 

result of a G-G-W chimera with edges derived from an L2 layer with chloroplasts and an L3 layer 
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deficient in chloroplasts that contributes to the most internal mesophyll at the center of the leaf 

blade (Fig. 8). 

These results have thus made it possible to highlight new knowledge about the leaf development 

of Yucca gloriosa and Cordyline australis species, with different contribution patterns of the L1 

layer to leaf development. While Cordyline, an Asparagaceae, grows like the majority of monocot 

and dicotyledonous plants, Yucca gloriosa behaves like some Dracaena and Chlorophytum, other 

Asparagaceae, with a contribution of L1 to the border mesophyll (Stewart and Dermen, 1979), 

allowing the creation of new variegation patterns. 

Likewise, although the different phenotypes of Phormium did not allow to study the contribution 

of L1, the histological study of its leaves made it possible to explain the highly contrasted and 

economically valued variegation of Phormium tenax 'Jessie': (1) a double mutation affecting a 

deficiency of chloroplasts and anthocyanin synthesis that generates a highly-colored pink 

meristematic layer; and (2) the presence of a hypodermic thickness without chloroplasts, 

characteristic of the genus Phormium (Puri et al., 1966), which reveals the phenotype of the more 

internal L3 layer by “masking” the L2 layer, and therefore allows a very strong contrast between 

the highly colored pink leaf blade and the green edges. 

 

 

4.3. Variegation stability is influenced by the origin of new shoots and the 

cause of variegation  

 

Periclinal chimeras remain stable when propagation does not provoke the reorganization of cell 

layers (Marcotrigiano, 1997; Frank and Chitwood, 2016). Adventitious meristem formations 

generally arise from a single cell in many plants (Broertjes et al., 1968; Yang et al., 2017), often 

with only the participation of the L1 epidermal layer (Broertjes and Van Harten, 1985; Peary et 

al., 1988; Yang et al., 2017).  Nevertheless, histological analyses revealed that all of the cell layers 

can be at the origin of an adventitious meristem, with the possibility of a multicellular origin, 
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sometimes leading, even in small proportions, to variegated plants arising from adventitious 

regeneration (Marcotrigiano, 1986; Nabeshima et al., 2017). The consequence is that numerous 

studies have shown that propagation of periclinal chimeras by axillary bud meristems maintained 

a chimeric structure, whereas adventitious meristems led to the reorganization of cell layers and 

to very low rates of true-to-type plants (Papachatzi et al., 1981; Pierik et Steegmans, 1983; 

Lineberger and Wanstreet, 1983; McPheeters and Skirvin, 1983; Lineberger and Druckenbrod, 

1985; Marcotrigiano, 1986; Pogany and Lineberger, 1990; Marcotrigiano, 1997; Amory and Gill, 

1999). 

Since all three of the cultivars are periclinal chimeras, variegation stability could be therefore 

directly correlated with the in vitro behavior of the cultivars, and with an increase in non-

conformity associated with the varying degree of propensity of the cultivar to propagate via 

adventitious meristems. A high level of stability is obtained in Yucca gloriosa ‘Variegata’ (W-G-

G), whose propagation depends on the axillary bud meristems (Fig. 6). The off-type phenotype 

with overexpression of the variegation (W-W-G) could be the consequence of the “replacement” 

of L2 by L1 (Stewart and Dermen, 1979 during the development of the meristem, which remains 

a point phenomenon (Marcotrigiano, 1997). Moderate stability is obtained in the periclinal 

chimera Phormium tenax ‘Jessie’ (G-G-W), whose propagation depends on a majority of axillary 

bud meristems and several adventitious meristems (Fig. 6) where off-type plants correspond to 

G-G-G, probably arising from a single cell of L1 or from a multicellular origin between L1 and 

L2.Finally, low stability is obtained in Cordyline australis ‘Pink Passion’ (G-W-G) with its 

development in “mixed culture”, depending on both axillary and adventitious bud meristems (Fig. 

6). We can therefore assume that true-to-type plants were mainly obtained by axillary bud 

meristems, whereas off-type plants were, in part, obtained by adventitious bud meristems. 

Consequently, it can be hypothesized that the appearance of purple and non-variegated off-type 

plants (82 plants out of the 87 off-type plants obtained) corresponds to G-G-G plants (Fig. 8), 

probably arising from a single cell in the L1 epidermal layer in G, whereas the few off-type plants 

with a reversed variegation (5 plants out of the 87) correspond to G-G-W chimeras (Fig. 8), 

probably arising from a multicellular origin between the L1 and L2 layers, with a greater 
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contribution of the L1 layer.If the chimeric state of these cultivars was demonstrated, further 

investigations could be performed to validate the layer implied in the new adventitious meristem. 

For this, it would be necessary to develop direct regeneration on these cultivars and to 

histologically analyze the tissue layers involved in this regeneration as shown by Nabeshima et 

al., (2017). 

 

4.4. Necessity of regularly sorting off-type plants at each subculture 

 

Plant-to-plant monitoring of the conformity of plants obtained at each clonal cycle made it 

possible to highlight an increasing frequency of the number of off-type plants at each new 

subculture for Yucca and Phormium, and the extremely variable and high rates of loss of 

conformity at each of the cycles for Cordyline. It is however interesting to note that these rates 

do not seem to increase for Cordyline, which is highly variable from the first to the last clonal 

cycles, nor for Yucca beyond the 5th multiplication cycle. It is all the more important since this 

study has shown that an off-type plant mainly or exclusively gives rise to off-type plants at the 

following cycle, thus emphasizing the interest in the possibility of eliminating them during the 

growth cycle.    

This selection would nevertheless be difficult for Phormium, which expresses few anthocyanins 

in the in vitro phase, and for Cordyline, whose leaves do not unfold before the elongation phase, 

making conformity observations difficult (Fig. 2F, J). The development of more complex 

multiplication protocols with intermediary elongation phases, for example, or the adaptation of 

culture media to allow elongation and/or leaf unfolding should be studied in greater depth in order 

to improve this selection. 

 

4.5. Multiplication of Yucca gloriosa ‘Variegata’, Phormium tenax ‘Jessie’ and 

Cordyline australis ‘Pink Passion’ 
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While multiplication rates on the order of 3 to 4 for cycle time of 3 weeks have been identified in 

Yucca valida (Arce-Montoya et al., 2006), the rates obtained in this study are on the order of 2.5 

to 3, which is slightly lower, but still allows a faster production than the rates of 6 to 8 obtained 

for various Yucca species by lengthening the cycle time to 5 to 12 weeks (Pierik and Steegmans, 

1983; Bentz et al., 1988; Atta-Alla and Van Staden, 1997).  

High levels of multiplication have been reported in the literature for Cordyline, with, e.g., 6 for 

Cordyline sp. (Chinnu et al., 2012), 14 for C. fruticosa (Dewir et al., 2015) and even 60 buds on 

five weeks for C. terminalis (Ray et al., 2006). In this study, a very low level, between 1.2 and 

1.7, was obtained for Cordyline australis. This difference in multiplication levels should be due 

to: (1) the quality of our plant material, i.e., differences that could be explained by the 

physiological or sanitary status of the mother plants; (2) the genotype, even within the same genus, 

many differences in vigor and multiplication can be observed between genotypes as shown for 

Vaccinium (Fan et al., 2017), Musa (Selvakumar et Parasurama, 2020), or Prunus (Khafri et al., 

2020); (3) the variegation phenotype, i.e., it is recognized that variegation has a negative impact 

on vigor and plant development due to a reduction in photosynthetic capacity in chloroplast-

deficient tissues (Sheue et al., 2012); and (4) in vitro conditions since the cytokinin-type (BAP) 

appeared to induce the formation of meristems, but inhibit the elongation of the stem and the leaf 

system. Indeed, too high levels of cytokinin cause many small shoots, which typically fail to 

elongate, and may also cause an unusual shape of the leaves of some species (Gaba, 2005; van 

Staden et al., 2008; Martini and Papafotiou, 2013; Geng et al., 2016). In this study, elongation of 

Cordyline mainly developed with a last subculture on a medium devoid of cytokinin. The addition 

of Gibberellin (GA3) could be considered to stimulate elongation during the multiplication phase 

and, at the same time, promote the sorting of off-type shoots; previous studies on Cordyline have 

shown an optimal concentration of 5mg/L for elongation (Chinnu et al., 2012). Phormium showed 

low multiplication rates on the order of 1.4 to 1.7, but no comparative tissue culture studies were 

found, probably explained by the relative ease of in vivo multiplication of the genus Phormium. 

Although naphthylphthalamic acid (NPA) is one of the most popular auxin transport inhibitors 

used to reduce apical dominance and increase multiplication rates, many questions remain, e.g., 
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about its binding sites to specific proteins, the proximity of its binding to the transporter, and even 

if it can be considered functionally equivalent to endogenous inhibitors (Teale and Palme, 2018). 

Studied as a treatment at high concentration on cultures, it nevertheless enhanced axillary 

outgrowth on pseudobulbs of Cremastra appendiculata (Lv et al., 2018) and in the 

micropropagation of Citrus sp. (Hu et al., 2017). In the tissue culture of Alstroemerias, a 

monocotyledon, axillary outgrowth was gradually increased with a treatment of between 0 and 

10 µM, but decreased after 10 µM (Pumisutapon, 2012). In this study, the addition of 1 µM of 

NPA to BAP increased the mean multiplication rate in Yucca, but not in Phormium and Cordyline. 

This could be due to the difference in sensitivity to NPA depending on the genus, as well as to 

the difference in BAP concentration. No sign of NPA toxicity was observed at a concentration of 

1 µM.  

Further investigation of increased NPA concentrations and potential new regulators that promote 

the development of axillary meristems could both increase the multiplication rate and promote 

propagation via axillary buds favorable to maintaining conformity. Only the improvement of 

these two objectives would make the production of these variegated cultivars of Cordyline and 

Phormium industrially viable. Experiments carried out with TIBA (2,3,5-triiodobenzoic acid, 

another inhibitor of auxin transport), D2 (an inhibitor of the oxidative cleavage of carotenoids), 

fluridone (a carotenoid biosynthesis inhibitor that reduces the production of strigolactone), or 

ethephon (which decomposes to the PGR ethylene in aqueous solutions) have shown a strong 

effect on axillary bud outgrowth on several monocotyledons in tissue culture (Pumisutapon, 2012; 

Keshavarzi, 2017; Shahin et al., 2018). 

Moreover, subsequent LAP research into the extension of cycle length for Phormium has made it 

possible to increase the multiplication rate, revealing the impact of the length of each cycle and 

allowing us to consider the production of this cultivar (pers. communication of LAP). 

 

  



Valorisations scientifiques 

314 

5. Conclusion 

 

The three cultivars studied here for their highly attractive and desirable variegated foliage turned 

out to be three chimeras, a structure known to be particularly difficult to consistently propagate 

in in vitro culture, especially via adventitious meristems.  The histological study carried out on 

three different genera contributes to identifying the major differences in the development and 

behavior of the in vitro multiplication of monocotyledons.  The varying degree of the propensity 

to propagate via adventitious meristems can therefore be correlated with the variegation stability 

levels of chimeric plants.  With the exception of Yucca, the multiplication and conformity rates 

do not allow us to envision production at the industrial level, but the high correlation between the 

phenotype of daughter plants and mother plants at each subculture implies the necessity of sorting 

off-type plants as early as possible. Nevertheless, the absence of elongation of new shoots 

prevents us from observing variegation before the end of the multiplication process.  It would 

therefore be beneficial to improve elongation by extending growth cycles or by the addition of 

gibberellins.  In the same way, in order to promote the development of axillary bud meristems in 

the aim of increasing (1) the proportion of the number of true-to-type plants obtained, and (2) the 

multiplication rate, it would be interesting to explore the use of auxin transport inhibitors (NPA 

and TIBA) and inhibitors of strigolactone (D2 and fluridone) biosynthesis in the in vitro 

multiplication process of these cultivars.  This study also made it possible to highlight new 

knowledge about leaf development of Yucca gloriosa and Cordyline australis species, with 

different contribution patterns of the meristem layers in leaf development, and to explain the 

causes of the very contrasting variegation of cultivars of the genus Phormium and their great 

economic interest. 
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Figure 1: Phenotypes of Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR) with green leaves and thin white edges (A), 

Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) with green leaves and a pink stripe in the center (B), and Cordyline australis 

‘Pink Passion’ (CaPP) with purple leaves and pink edges (C). Scale bar = 1 cm. 

 

Figure 2: Micropropagated shoots of Yucca gloriosa ‘Variegata’ (A, B, C, D), Phormium tenax ‘Jessie’ (E, 

F, G, H), and Cordyline australis ‘Pink Passion’ (I, J, K, L). Photographs represent in vitro plants during 

subculture M6 on media supplemented with PGR with explants SG0 (A, E, I) and SG5 (B, F, J), true-to-

type (C, G, K) and off-type plants (D, H, L), respectively, on multiplication medium with PGR (D), on 

rooting medium after elongation (C, K, L), and after acclimatization (G, H). Blue arrows indicate new 

buds,black arrows new shoots, and the red arrow a new off-type shoot. Scale bar = 1 cm. 

 

Figure 3: Total rate of off-type plants (%) produced after three or six cycles of multiplication (left), and 

evolution of the rate of off-type plants obtained from true-to-type shoot tips at each cycle (right) on BAP 

or NAP multiplication medium for (A) Yucca ‘Variegata’ (YgVAR), (B) Phormium ‘Jessie’ (PtJE), and 

(C) Cordyline ‘Pink Passion’ (CaPP). Multiplication media (M1 to M6): BAP: medium supplemented with 

BAP (66.59 µM for YgVAR; 4.44 µM for PtJE and CaPP); and NPA medium: medium supplemented with 

BAP (at the same concentrations), and 1 µM of NPA. Shoot elongation medium (E1 and E2): PGR-free 

medium for all plants. Off-type plants correspond to: albino plants or those with excessively wide white 

edges for YgVAR, non-variegated green leaves for PtJE, and non-variegated purple leaves or with an 

inverted variegation for CaPP. Phenotypic observation was performed at the end of the rooting step for 

Yucca and Cordyline, and during the acclimatization step for Phormium. For the rate of off-type plants 

obtained from true-to-type shoot tips (right), only plants obtained from true-to-type shoot tips were 

considered (plants descended from off-type shoot tips or from shoot tips for which the phenotype could not 

be observed, e.g., the shoot tip died during the process, were excluded). Bimodal phenotype data (i.e. 0 for 

true-to-type and 1 for off-type phenotype respectively) were fitted in logistic models with taking as 

reference the lowest result: “***”, “**”, “*” and “.” represent p-value < 0.001, 0.01, 0.05 and 0.1 

respectively. Bars represent the standard error of the mean. 

 

Figure 4: Histological observations of in vitro explants of Yucca gloriosa ‘Variegata’ (A, B, C, J), 

Phormium tenax ‘Jessie’ (D, E, F, L), and Cordyline australis ‘Pink Passion’ (G, H, I, K, M, N). 

Photographs represent SG0 shoot tips on Control medium during cycle M6 (A, D, G) and at 20 d of clonal 

cycle M1 (J, L), and shoot tips on medium with PGR (B, C, E, F, H, I, K, M, N) with SG0 shoot tips on 

BAP medium at 20 d (C, F) or during clonal cycle M6 (B, H, I, K), and SG5 shoot tips on NPA (E) or BAP 

medium (M, N). Black arrows indicate the shoot apical meristem (SAM), blue arrows indicate the axillary 

bud meristems (AxM), green arrows indicate axillary bud meristems (AxM) repressed by the SAM, and 

red arrows indicate adventitious bud meristems (AdM). Scale bar = 1 mm (A, B, E, G, H, M), 500 µm (D, 

J), 200 µm (N) or 100 µm (C, F, I, K, L). 

 

Figure 5: Leaf analysis of fresh leaves of (A) Yucca gloriosa non-variegated wild-type (YgWT), (B) True-

to-type Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR TTT), (C) Off-type Yucca gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR OT), 

(D) Phormium tenax non-variegated wild-type (PtWT), (E) True-to-type Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE 

TTT), (F) Off-type Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE OT), (G)  Cordyline australis non-variegated wild-type 

(CaWT), (H) True-to-type Cordyline australis ‘Pink Passion’ (CaPP TTT) and (I) Off-type Cordyline 

australis ‘Pink Passion’ (CaPP OT). Photographs represent a fresh leaf (A1, B1, C1,…, I1), and leaf 

transections observed with a confocal laser scanning microscope with excitations provided by a laser at 405 

nm (blue), 561 nm (yellow) and 638 nm (red) to observe the lignin and cuticle, anthocyanins, and 

chlorophyll autofluorescence respectively(A2-I2, A3-I3, A4-I4, A5-I5). Photographs represent pseudo-

color images with excitations provided by laser at the central rib (A2-I2), the edge of the leaves (A3-I3), 

and a random region with stoma (A4-I4). The same photographs of A4-I4 are represented without pseudo-

color image to reveal the autofluorescences on a black background (A5-I5). Red and white arrows represent 

stomata that do or do not contain chloroplasts, respectively. The scale bar = 2mm (A1-I1), 100 µm (A2-I2 

and A3-I3) or 25 µm (A4-I4 and A5-I5). 
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Figure 6: Schematic representation of the in vitro behavior of different species depending on the culture 

medium. Shoot apical meristems (SAM) are represented in black, axillary bud meristems (AxM) repressed 

by the SAM or that develop new shoots are represented in green and blue, respectively, and adventitious 

bud meristems (AdM) are represented in red. The arrows indicate bud meristems that develop new shoots. 

 

Figure 7: Schematic representation (A) of the meristem structure; (B) of the meristem contribution to leaf 

development: the L1 layer contributes to the epidermis, the L2 layer to the palissadic parenchyma and the 

mesophyll of the leaf edge, and the L3 layer to the internal mesophyll (from Stewart and Dermen, 1979; 

McHale and Marcotrigiano, 1998). 

 

Figure 8: Candidate pattern for the meristem contribution to leaf development and chimeric structure of the 

different phenotypes obtained by micropropagation. Only tissues with or without chloroplasts are shown, 

without representation of anthocyanins. Yg: Yucca gloriosa; YgVAR: Yucca gloriosa ‘Variegata’; Pt: 

Phormium tenax; PtJE: Phormium tenax ‘Jessie’; Ca: Cordyline australis; CaPP: Cordyline australis ‘Pink 

Passion’; WT: Wild-Type; TTT: True-to-type; OT: Off-Type; G: Green layer of the meristem with a good 

development of chloroplasts; W: White layer of the meristem with a deficient development of chloroplasts. 

For each chimeric structure, the letter order represents the layers L1, L2 and L3, respectively. NA : not 

available  
 

Table 1: Evolution of the multiplication rate according to the PGR combination and cycle for (A) Yucca 

gloriosa ‘Variegata’ (YgVAR), (B) Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) and (C) Cordyline australis ‘Pink 

Passion’ (CaPP). The multiplication rate corresponds to the number of individualized shoots obtained per 

each cultivated shoot tip (dead plants are not subcultured and are therefore not considered). BAP, NPA and 

Control indicate shoots cultivated during the multiplication cycles (M1 to M6) on a medium supplemented 

with BAP (66.59 µM for YgVAR; 4.44 µM for PtJE and CaPP), with BAP (at the same concentrations) 

and 1 µM of NPA, or on PGR-free medium, respectively. Shoot elongation cycles (E1 for YgVAR, E1 and 

E2 for PtJE and CaPP) were on PGR-free medium for all plants. No. plants: number of shoot tips cultivated 

at the beginning of each cycle; No. deads: number of shoot tips dead during the clonal cycle and not 

subcultured for subsequent cycle;; se: Standard-Error. Means of multiplication rate that are not connected 

by the same letter are significantly different at 0.05 probability level by Tukey’s HSD test. 
a A first Tukey’s HSD test performed on the different clonal cycles according to the medium, illustrated by 

the letters “a” to “f” 
b A second Tukey’s HSD test performed on the different medium BAP, NPA and Control media throughout 

the entire duration of the experiment, illustrated by the letters “A” to “C” 

 

Table 2: Phenotype of micropropagated plants obtained according to the parental phenotype at the end of 

the micropropagation process, for all medium compositions. 
a Green leaves with thin white edges, purple leaves with pink edges, and green leaves with a pink stripe 

generally in the center, for Yucca 'Variegata', Cordyline 'Pink Passion' and Phormium 'Jessie', respectively.  
b Albino plants or those with excessively wide white edges, non-variegated purple leaves or with an inverted 

variegation and non-variegated green leaves, for Yucca 'Variegata', Cordyline 'Pink Passion' and Phormium 

'Jessie', respectively.  
c The phenotype of micropropagated and parent explants was measured at the end of the micropropagation 

process, during the rooting step.  
d The phenotype of micropropagated and parent explants was measured during the acclimatization step 

because explants do not present any anthocyanin during the in vitro process. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 5 (continued) 
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Table 1 

A. Multiplication rate of Yucca gloriosa 'Variegata' (YgVAR) 
 BAP  NPA  Control 

Sub- 
culture 

No. 
plants 

No. 
dead 

Means ± se   
No. 

plants 
No. 
dead 

Means ± se   
No. 

plants 
No. 
dead 

Means ± se  

M1a 47 3 1.14 ± 0.05 e 

 

46 1 1.29 ± 0.08 de  35 1 1 ± 0 e 

M2 50 1 2.02 ± 0.14 cd 59 1 2.55 ± 0.16 abc  34 2 1 ± 0 e 

M3 100 1 2.27 ± 0.13 bc 148 - 2.39 ± 0.09 bc  32 - 1 ± 0 e 
M4 50 - 2.78 ± 0.14 ab 78 1 2.24 ± 0.11 bc  15 - 1 ± 0 e 

M5 80 - 2.55 ± 0.12 abc 89 2 2.94 ± 0.11 a  15 - 1 ± 0 e 

M6 127 - 2.71 ± 0.09 ab 184 2 2.87 ± 0.07 a  15 - 1 ± 0 e 
E1 239 - 2.39 ± 0.07 bc 360 4 2.79 ± 0.06 a  15 - 1 ± 0 e 

Totalb 693 5 2.37 ± 0.04 B 964 11 2.63 ± 0.04 A  161 3 1 ± 0 C 

 

 

C. Multiplication rate of Cordyline australis ‘Pink Passion’ 
 BAP  NPA  Control 

Sub- 

culture 

No. 

plants 

No. 

dead 

Means ± se 

 

  No. 

plants 

No. 

dead 

Means ± se   No. 

plants 

No. 

dead 

Means ± se  

M1a 38 3 1 ± 0 e  38 2 1.03 ± 0.03 e  32 1 1 ± 0 e 

M2 35 1 1.29 ± 0.08 cde 37 8 1.72 ± 0.11 bc  31 - 1 ± 0 e 

M3 47 17 1.6 ± 0.09 bcd 51 14 1.62 ± 0.10 bcd  31 3 1 ± 0 e 
M4 28 6 1.59 ± 0.16 bcd 37 4 1.33 ± 0.09 cde  16 - 1 ± 0 e 

M5 35 8 1.15 ± 0.07 de 44 11 1.24 ± 0.08 cde  16 - 1 ± 0 e 

M6 25 7 1.22 ± 0.10 cde 38 3 1.4 ± 0.08 cde  13 - 1 ± 0 e 
E1 22 5 1.47 ± 0.15 cde 46 3 1.05 ± 0.03 e  13 - 1 ± 0 e 

E2 25 4 2.29 ± 0.29 a 45 7 2.03 ± 0.18 ab  13 - 1 ± 0 e 

Totalb 255 51 1.41 ± 0.05 A 336 52 1.42 ±0.04 A  165 4 1 ± 0 B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

B. Multiplication rate of Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) 
 BAP  NPA  Control 

Sub- 

culture 

No. 

plants 

No. 

dead 

Means ± se 

 
  

No. 

plants 

No. 

dead 
Means ± se   

No. 

plants 

No. 

dead 
Means ± se  

M1a 61 2 1 ± 0 f 

 

60 1 1 ± 0 f  44 - 1 ± 0 f 

M2 59 1 1.5 ± 0.08 cde 59 17 1.43 ± 0.08 c-f  44 4 1.03 ± 0.03 ef 
M3 88 1 1.94 ± 0.12 ab 60 5 2.16 ± 0.15 a  41 1 1.03 ± 0.03 ef 

M4 44 - 1.54 ± 0.06 cd 42 - 1.49 ± 0.07 cde  17 - 1 ± 0 ef 

M5 75 1 1.62 ± 0.11 bcd 68 4 1.61 ± 0.11 bcd  17 - 1.12 ± 0.12 def 
M6 120 2 1.36 ± 0.06 def 97 - 1.63 ± 0.09 bcd  19 - 1 ± 0 f 

E1 154 - 1.77 ± 0.09 bc 158 1 1.72 ± 0.07 bc  15 - 1.47 ± 0.19 c-f 

E2 276 1 1 ± 0 f 270 1 1 ± 0 f  22 - 1 ± 0 f 
Totalb 877 8 1.41 ± 0.03 A 814 29 1.41 ± 0.03 A  219 5 1.05 ± 0.02 B 
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Table 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Cultivars     From true-to-type parenta   From off-type parentb     

  
Number of   

plants 
  

True-to-type 

plants (%)a 

Off-type 

plants (%)b 
  

True-to-type 

plants (%)a 

Off-type 

plants (%)b 
  

Chi² Test                              

(p-value) 

Yucca 'Variegata'c 2641   2417 (95.7%) 108 (4.3%)   41 (35.3%) 75 (64.7%)   2.2e-16 

Phormium 'Jessie'd 478   340 (75.4%) 111 (24.6%)   13 (48.1%) 14 (51.9%)   0.003694 

Cordyline 'Pink Passion'c 148   63 (60.6%) 41 (39.4%)   0 (0%) 44 (100%)   3.344e-11 
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Figure S1: Experimental design. Introduction: Introduction step with shoot tips transferred to ‘Basal 

Solution Medium’ (BSM), M1-M6: Multiplication cycles on ‘Shoot Multiplication Medium’ with three 

different combinations (BAP, NPA or Control); E1-E2: Elongation cycles on BSM; Rooting: Rooting cycle 

on BSM with IAA; Acclimatization: Acclimatization step, plants were transplanted in plug trays and 

cultivated in a greenhouse; SG0: shoot tips introduced in vitro; SG1-SG6: Shoots generated during cycles 

M1 to M6; SG7-SG8: Shoots generated during cycles E1 to E2. Each subculture lasted 3 weeks for Yucca 

and 4 weeks for Cordyline and Phormium. After M3, some of the shoots were directly transferred to E1. 

Yucca plants were cultivated with only one elongation cycle. Each red point indicates the tissue sampling 

times for histological analysis, every 10 days after introduction on M1 until M3, and at the end of M6. 

 

Figure S2: Evolution of the multiplication rate according to the PGR combination, cycle and Shoot 

Generation for (A) Yucca ‘Variegata’ (YgVAR), (B) Phormium ‘Jessie’ (PtJE), and (C) Cordyline ‘Pink 

Passion’ (CaPP). The multiplication rate corresponds to the number of individualized shoots obtained per 

each cultivated shoot tip (dead plants are not subcultured and are therefore not considered). BAP, NPA and 

Control indicate shoots cultivated during the multiplication cycles (M1 to M6) on a medium supplemented 

with BAP (66.59 µM for YgVAR; 4.44 µM for PtJE and CaPP), with BAP (at the same concentrations) 

and 1 µM of NPA, or on PGR-free medium, respectively. Shoot elongation cycles (E1 for YgVAR, E1 and 

E2 for PtJE and CaPP) were on PGR-free medium for all plants. Histograms represent the multiplication 

rate of each Shoot Generation (SG0-SG7) for the medium with PGR (BAP and NPA medium). Bars 

represent the standard error of the mean. 

 

Figure S3: Histological observations of in vitro explants of Yucca gloriosa ‘Variegata’. Photographs 

represent SG0 shoot tips at 20 d of cycle M1 (A, D, G) and during cycle M6 (B, C, E, F), and new SG5 

shoots during cycle M6 (H, I). Explants on control medium (A, B, C), BAP medium (D, E, F, H, I) and 

NPA medium (G) are represented. Black arrows indicate the shoot apical meristem (SAM), blue arrows 

indicate the axillary bud meristems (AxM), and green arrows indicate axillary bud meristems (AxM) 

repressed by the SAM. Scale bar = 1 mm (B, D, E, G, H), 500 µm (A) or 100 µm (D, F, I). 

 

Figure S4: Histological observations of in vitro explants of Phormium tenax ‘Jessie’. Photographs represent 

SG0 shoot tips at 20 d of cycle M1 (A, C, D, F, G, J) and during cycle M6 (B, H, I), and new EG5 shoots 

during cycle M6 (E, K, L). Explants on control medium (A, B, C, D, E, F), BAP medium (G, H, I), and 

NPA medium (J, K, L) are represented. Black arrows indicate the shoot apical meristem (SAM), blue arrows 

indicate axillary bud meristems (AxM), green arrows indicate axillary bud meristems (AxM) partially 

repressed by the SAM and with a very low development, red arrows indicate adventitious bud meristems 

(AdM), and black arrows with an * indicate new shoots too developed to determine their origin (AxM or 

AdM). Scale bar = 1 mm (G, H, J, K), 500 µm (A, B, D, E), 100 µm (C, I, L) or 50 µm (F). 

 

Figure S5: Histological observations of in vitro explants of Cordyline australis ‘Pink Passion’. Photographs 

represent SG0 shoot tips at 20 d of cycle M1 (A, C, D, G, J) and during cycle M6 (B, E, F, H, I), and new 

SG5 shoots during cycle M6 (K, L). Explants on control medium (A, B, C), BAP medium (D, E, F, G, K, 

L), and NPA medium (H, I, J) are represented. Black arrows indicate the shoot apical meristem (SAM), 

blue arrows indicate axillary bud meristems (AxM), green arrows indicate axillary bud meristems (AxM) 

repressed by the SAM, and red arrows indicate adventitious bud meristems (AdM). Scale bar = 1 mm (A, 

B, D, E, G, H, J, K), 200 µm (F, L) or 100 µm (C, I). 

 

Figure S6: Foliar analysis of fresh leaves of (A) Yucca gloriosa (non-variegated wild-type), (B) True-to-

type Yucca gloriosa ‘Variegata’, and (C) Off-type Yucca gloriosa ‘Variegata’. Photographs represent a 

fresh leaf (A1, B1 and C1) and leaf transections observed under white light with a microscope (A2-A5, B2-

B5 and C2-C5).  Photographs represent the central rib (A2, B2 and C2), the possible transition region 

between two variegated tissues (A3, B3 and C3), the edge of the leaf (A4, B4 and C4), and a random region 

with stoma (A5, B5 and C5). Schematic representation of the leaf anatomy of the central rib (A6, B6 and 

C6), transition region (A7, B7 and C7), edge (A8, B8 and C8) and a random region with stoma (A9, B9 

and C9) presents different types of tissue with or without chlorophyll (green and yellow, respectively), or 

the vascular tissues (gray). Red and black arrows represent stomata that do or do not contain chloroplasts, 

respectively. The scale bar = 2 mm (A1, B1 and C1) or 100 µm (A2-A9, B2-B9 and C2-9). 
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Figure S7: Foliar analysis of fresh leaves of (A) Phormium tenax (non-variegated wild-type), (B) True-to-

type Phormium tenax ‘Jessie’, and (C) Off-type Phormium tenax ‘Jessie’. Photographs represent a fresh 

leaf (A1, B1 and C1) and leaf transections observed under white light with a microscope (A2-A5, B2-B5 

and C2-C5).  Photographs represent the central rib (A2, B2 and C2), the possible transition region between 

two variegated tissues (A3, B3 and C3), the edge of the leaf (A4, B4 and C4), and a random region with 

stoma (A5, B5 and C5). Schematic representation of the leaf anatomy of the central rib (A6, B6 and C6), 

transition region (A7, B7 and C7), edge (A8, B8 and C8) and a random region with stoma (A9, B9 and C9) 

presents different types of tissue with chlorophyll (green), anthocyanin (pink), none of them (white), or the 

vascular tissues (gray). Red and black arrows represent stomata that do or do not contain chloroplasts, 

respectively. The scale bar = 2 mm (A1, B1 and C1) or 100 µm (A2-A9, B2-B9 and C2-9). 

 

Figure S8: Foliar analysis of fresh leaves of (A) Cordyline australis (non-variegated wild-type), (B) True-

to-type Cordyline australis ‘Pink Passion’, and (C) Off-type Cordyline australis ‘Pink Passion’. 

Photographs represent a fresh leaf (A1, B1 and C1) and leaf transections observed under white light with a 

microscope (A2-A5, B2-B5 and C2-C5).  Photographs represent the central rib (A2, B2 and C2), the 

possible transition region between two variegated tissues (A3, B3 and C3), the edge of the leaf (A4, B4 and 

C4), and a random region with stoma (A5, B5 and C5). Schematic representation of the leaf anatomy of the 

central rib (A6, B6 and C6), transition region (A7, B7 and C7), edge (A8, B8 and C8) and a random region 

with stoma (A9, B9 and C9) presents different types of tissue with chlorophyll (green), anthocyanin (pink), 

both of them (purple), none of them (yellow), or the vascular tissues (gray). Red and black arrows represent 

stomata that do or do not contain chloroplasts, respectively. The scale bar = 2 mm (A1, B1 and C1) or 100 

µm (A2-A9, B2-B9 and C2-9). 
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Figure S1 
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Figure S2 
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Figure S3 
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Figure S4 
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Figure S5 
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Figure S6 
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Figure S7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Valorisations scientifiques 

341 

Figure S8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Titre :  Etude du caractère de panachure et de sa stabilité lors de la micropropagation de 
plantes monocotylédones 

 
Mots clés :  Panachure, Culture in vitro, Conformité, Histologie, Chimère, transcriptomique 
 
Résumé : La micropropagation des variétés à 
feuillage panaché (plusieurs couleurs sur une même 
feuille) peut générer des plantes non conformes au 
phénotype d’origine, particulièrement dans le cadre 
de plantes monocotylédones acaules. Or, par leur 
caractère fortement ornemental, ces variétés 
présentent un fort potentiel commercial. L’objectif 
était de déterminer les potentialités de 
micropropagation des monocotylédones panachées 
dans un contexte industriel et commercial, de définir la 
stabilité de leurs phénotypes, et de comprendre 
l’apparition des plantes hors-type. Les observations de 
coupes foliaires au microscope confocal à balayage 
laser sur les quatre cultivars étudiés Yucca gloriosa 
‘Variegata’ (YgVAR), Yucca flaccida ‘Golden Sword’ 
(YflGS), Phormium tenax ‘Jessie’ (PtJE) et Cordyline 
australis ‘Pink Passion’ (CaPP) ont révélé que tous les 
cultivars étaient des chimères périclines, soit une 
panachure liée à un méristème stratifié avec plusieurs 
génotypes différents. 

En micropropagation, YgVAR a présenté des taux de 
conformité élevés, PtJE des taux modérés et CaPP de 
faibles taux. Des analyses histologiques sur les 
vitroplants ont mis en évidence des différences 
majeures dans le développement et le comportement 
de multiplication in vitro de ces trois espèces de l’ordre 
des Asparagales : YgVAR n'a développé que des 
méristèmes axillaires (AxM), PtJE principalement des 
AxM et quelques méristèmes adventifs (AdM), et 
CaPP à la fois des AxM et des AdM. Alors que les 
méristèmes axillaires préformés maintiennent la 
structure chimérique, les méristèmes adventifs la 
maintiennent peu. Donc la stabilité de la panachure de 
ces variétés dépend de leur propension à se propager 
par méristèmes adventifs. Des essais pour abaisser la 
dominance apicale et stimuler les méristèmes 
axillaires ont été menés, ainsi qu’une analyse du 
transcriptome des différents tissus panachés chez 
YflGS. Des protocoles de production industrielle 
adaptés à chaque cultivar sont finalement proposés.  

 
 

 
Title:  Study of the variegation trait and its stability during micropropagation of monocot 

plants 
 

Keywords :  Variegation, Tissue culture, True-to-type, Histology, Chimera, Transcriptomic 

 

Abstract: The micropropagation of variegated 
cultivars (several colors on the same leaf) can generate 
off-type plants to the original phenotype, particularly in 
the case of monocotyledonous plants. However, 
because of their highly ornamental character, these 
cultivars have a strong commercial potential. The 
objective were to determine the micropropagation 
potential of variegated monocots in an industrial and 
commercial context, to define the stability of their 
phenotypes, and to understand the origin of off-types. 
Observations of leaf sections under a confocal laser 
scanning microscope on the four studied cultivars: 
Yucca gloriosa 'Variegata' (YgVAR), Yucca flaccida 
'Golden Sword' (YflGS), Phormium tenax 'Jessie' 
(PtJE), and Cordyline australis 'Pink Passion' (CaPP) 
revealed that all cultivars were periclinal chimeras, i.e., 
a variegation bound to stratified meristem with several 
different genotypes. 

In micropropagation, YgVAR showed high 
compliance rates, PtJE moderate rates and CaPP low 
rates. Histological analyses on vitroplants revealed 
major differences in the development and in vitro 
propagation behavior of these three species of the 
order Asparagales: YgVAR developed only axillary 
meristems (AxM), PtJE mainly AxM and some 
adventitious meristems (AdM), and CaPP both AxM 
and AdM. While preformed axillary meristems 
maintain the chimeric structure, adventitious 
meristems maintain little. Thus, the variegation 
stability of these chimeras depends on their 
propensity to propagate by adventitious meristems. 
Trials to lower apical dominance and stimulate 
axillary meristems were conducted, as well as 
transcriptome analysis of different variegated tissues 
in YflGS. Industrial production protocols adapted to 
each cultivar are finally proposed. 


