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Abstract – In vitro propagation of late flowering Ophrys from south-eastern France. 

Capsules were collected on several plants in populations of late flowering Ophrys not yet well 

characterized in south-eastern France. Fruit were disinfected and after opening the fruit, the 

seeds were cultured on various culture media. The swelling of the seeds, then the formation of 

protocorm were observed. Young green plants were obtained and introduced in greenhouse 

for acclimatization. 

 

 

INTRODUCTION 

La systématique du genre Ophrys varie considérablement selon les auteurs. 

L’observation morphologique in situ conduit à la description de nombreux taxons alors que 

l’approche moléculaire révèle un faible nombre de lignées évolutives plus ou moins isolées. 

La diversité des formes et la multiplicité des hybrides conduisent à des interrogations sur 

l’importance des flux de gènes entre taxons et la relation entre pollinisateur et plante, 

supposée définir les taxons dans ce groupe. 

Il paraît utile dans ce contexte de pouvoir observer des plants de différentes origines 

dans un même site et surtout d’évaluer la diversité obtenue à partir d’une population, voire 

d’une plante ou même d’une fleur en réalisant des semis.  

 

MATERIELS ET METHODES 
Les fruits immatures ont été récoltés sur deux stations d’Ophrys tardifs (voir ci-contre), 

une capsule également immature d’Ophrys apifera a été utilisée comme référence. 

Les fruits ont été prélevés dans 3 populations d’Ophrys : Ophrys tardif du Roubion 

(Charois, 26 ; récolte le 3/7/2008), Ophrys tardif du Vaucluse (Sainte-Cécile les Vignes, 84 ; 

récolte le 3/7/2008) et Ophrys apifera (Meyzieu, 69 ; récolte le 4/7/2008). Ils ont été ensuite 

désinfectés à l’hypochlorite de calcium, puis après ouverture des fruits, les graines ont été 

réparties sur trois milieux de culture et placées à l’obscurité. 

 

Milieux de culture 
MS/4 P : macroéléments et microéléments de Murashige & Skoog (1962) et vitamines 

de Nitsch & Nitsch (1969) dilué quatre fois (milieu commercial Duchefa référence Mo256) et 

additionné de saccharose (20 g/L), peptones (100 mg/L) et charbon actif (500 mg/L) ; 

MS/4 C : macroéléments et microéléments de Murashige & Skoog (1962) et vitamines 

de Nitsch & Nitsch (1969) dilué quatre fois (milieu commercial Duchefa référence Mo256) et 

additionné de saccharose (20 g/L), lait de noix de coco (50 mL/L) et charbon actif (500 

mg/L) ; 

Malm : milieu de Malmgren (1996, constitué de Ca3PO4, KH2PO4, MgSO4) additionné 

de saccharose (10 g/L), lait de noix de coco (50 mL/L) et charbon actif (500 mg/L) 
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Les milieux sont gélifiés par de la gélose (6 g/L), leur pH est ajusté à 5,65 avant 

autoclavage. 

 

RESULTATS ET CONCLUSION 
Les germinations sont abondantes pour O. apifera, des protocormes sont également 

observés pour l’Ophrys du Vaucluse (figure 1 et aucun pour celui du Roubion. Les trois 

milieux conduisent aux mêmes résultats, excepté une capsule de l’Ophrys du Vaucluse qui n’a 

donné des protocormes que sur le milieu MS/4 C. Des protocormes ont été repiqués et ont 

continué leur développement donnant des premières feuilles chlorophylliennes (Figure 1). 

Le stade de maturité n’était pas exactement le même pour chaque taxon récolté et peut 

expliquer une partie des différences observées. La fécondation pouvait aussi être un facteur 

limitant, d’autant que le nombre de fleurs produisant un fruit était faible dans la station de 

l’Ophrys du Roubion. 

Des plantes ont pu être transférées et acclimatation en serre un an après le semis. 

L’analyse de la morphologie de ces plantes et de leur phénologie constituera une étape 

importante pour déterminer le statut de ces taxons. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Protocormes repiqués d’Ophrys du Vaucluse. 
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Abstract – Adaptation to shade in orchids: study in achlorophyllous orchids in tropical regions. Beside species 

diversity, tropical and temperate forests are expected to offer different biotic interactions. This especially applies to the 

mycoheterotrophic orchids which have adapted to shaded forest understorey by shifting to achlorophylly. In temperate 

forests, they specifically associate with some ectomycorrhizal fungi, and thereby exploit carbon from surrounding trees. 

But do these rules hold in tropical rainforests where ectomycorrhizal fungi are generally absent and such orchids abound? 

A study of two tropical achlorophyllous orchids shows unexpected mycorrhizal associations with diverse saprotrophic 

basidiomycetes, and divergence in mycorrhizal specificity. Gastrodia similis (Reunion; Mascarene) specifically associates 

with a Resinicium (Hymenochaetales), whereas Wullschleaegelia aphylla (Guadeloupe; West Indies) associates with both 

Gymnopus and Mycena species. Moreover, analyses of natural 15N and 13C abundances support nutrient chains from dead 

wood to G. similis and from decaying leaf litter to W. aphylla. These findings widen the diversity of mycorrhizal fungi 

associating with orchids, and open new perspectives on orchid and mycorrhizal biology in the tropics. 

 

Résumé – Les organismes peuvent avoir des interactions différentes dans les écosystèmes tempérés et dans les écosystèmes 

tropicaux. Les orchidées non-chlorophylliennes, adaptées à pousser à l’ombre dans les sous-bois forestiers, en sont un bon 

exemple. Dans les forêts tempérées, elles ont des associations très spécifiques avec des champignons ectomycorhiziens, et 

exploitent ainsi la photosynthèse des plantes avoisinantes. Or, les champignons ectomycorhiziens sont absents dans la 

plupart des forêts tropicales. Cela soulève la question du stratagème développé par les orchidées non-chlorophylliennes 

dans les régions tropicales. Dans cet article, deux espèces choisies dans des contextes taxonomiques et géographiques 

différents, révèlent des associations inattendues avec divers champignons saprophytes : Gastrodia similis (La Réunion), 

associée au genre Resinicium, obtient du carbone issu de la décomposition de bois mort; Wullschlaegelia aphylla 

(Guadeloupe), associée aux genres Mycena et Gymnopus, reçoit du carbone issu de la décomposition de feuilles mortes. En 

élargissant le spectre taxonomique des basidiomycètes associés aux orchidées, cette étude démontre l’existence 

d’interactions fonctionnellement différentes entre les écosystèmes tempérés et tropicaux. 

 

 

INTRODUCTION 

Les plantes n'exploitent pas directement les ressources du sol, mais dépendent pour cette activité de champignons du 

sol avec lesquels elles échangent des nutriments dans leurs racines (Smith & Read, 2008). Dans les forêts tempérées, la 

plupart des plantes ont des symbioses ectomycorhiziennes avec des champignons appartenant aux ascomycètes et aux 

basidiomycètes. Dans les forêts tropicales, où l’on rencontre une très grande diversité de plantes, les associations 

mycorhiziennes sont très peu connues (Alexander & Selosse, 2009).  

Toutefois, la symbiose ectomycorhizienne semble absente dans la plupart des forêts tropicales (Smith & Read, 2008). 

Cela soulève la question du stratagème développé par les orchidées non-chlorophylliennes dans les écosystèmes tropicaux. 

Apparues indépendamment chez les orchidées (Molvray et al., 2000), les 180 espèces non-chlorophylliennes décrites ne 

réalisent pas la photosynthèse et exploitent le carbone de leurs champignons mycorhiziens (mycohétérotrophie), s’adaptant 

ainsi à la vie à l’ombre dans les sous-bois forestiers (Leake, 1994, 2004). Dans les forêts tempérées, plusieurs espèces ont 

intéressé la recherche ces dix dernières années. Chacune révèle une association très spécifique avec un type de 

champignon, lui même impliqué dans des symbioses ectomycorhiziennes avec des racines de plantes voisines. Par exemple, 

la néottie nid d’oiseau (Neottia nidus-avis) des forêts tempérées obtient des sucres de la photosynthèse des plantes 

avoisinantes, transmis par des champignons ectomycorhiziens (Selosse et al. 2002).  

Les espèces tropicales ne semblent pas s’associer à des glomeromycètes (Dearnaley, 2007), groupe de champignons 

qui forme des symbioses avec la plupart des plantes étudiées dans les régions tropicales. En revanche, certaines espèces 

asiatiques montrent des stratagèmes différents quant à l’écologie des champignons impliqués et l'origine du carbone 

obtenu, comme l’espèce Gastrodia elata chez laquelle a été isolé un champignon parasite du genre Armillaria (Kusano, 

1911 ; Kikuchi et al., 2008). Cependant, la spécificité chez les orchidées mycohétérotrophes reste une règle générale 

(Taylor et al., 2002). 
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