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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 a la description de nombreux taxons alors que
I’approche moléculaire révele un faible nombre de lignées évolutives plus ou moins isolées.
La diversité des formes et la multiplicité des hybrides conduisent a des interrogations sur
I’importance des flux de génes entre taxons et la relation entre pollinisateur et plante,
supposée définir les taxons dans ce groupe.

Il parait utile dans ce contexte de pouvoir observer des plants de différentes origines
dans un méme site et surtout d’évaluer la diversité obtenue a partir d’une population, voire
d’une plante ou méme 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). lls ont été ensuite
désinfectés a I’hypochlorite de calcium, puis aprés ouverture des fruits, les graines ont été
réparties sur trois milieux de culture et placées a 1’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 Mo0256) 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 M0256) 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 CasPO,4, KH,PO,4, MgSO,) 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 a 5,65 avant
autoclavage.

RESULTATS ET CONCLUSION

Les germinations sont abondantes pour O. apifera, des protocormes sont également
observés pour 1’Ophrys du Vaucluse (figure 1 et aucun pour celui du Roubion. Les trois
milieux conduisent aux mémes résultats, excepté une capsule de 1’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 premiéres feuilles chlorophylliennes (Figure 1).

Le stade de maturité n’était pas exactement le méme pour chaque taxon récolté et peut
expliquer une partie des différences observées. La fécondation pouvait aussi étre un facteur
limitant, d’autant que le nombre de fleurs produisant un fruit était faible dans la station de
1’Ophrys du Roubion.

Des plantes ont pu étre transférées et acclimatation en serre un an apres 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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