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Résumé - Cet article présente l’activité du Laboratoire du Jardin Botanique de  la Ville de Lyon qui procède au stockage et à l’étude de la viabilité principalement des graines des plantes rares et menacées de ses collections.

39% des 502 espèces stockées ont un statut de protection, 31% proviennent de la région Rhône-Alpes.

Pour évaluer la qualité de la collection active, une étude de la viabilité est tout d’abord menée sur 74 espèces des graines récoltées sur 3 années successives. Elle montre une viabilité moyenne de 70%.

L’étude de la conservation des graines de la collection passive, placées au Laboratoire à basse température a été abordée de 3 façons différentes. La première a consisté à comparer la viabilité de lots, avant et après 2 ans passés à +4°C ; pour 78 espèces testées, les tests de comparaison de 2 proportions ont montré une viabilité non significativement modifiée. La seconde,  a été une étude de la viabilité de stocks de 7 espèces après 15 ans de stockage dans ces mêmes conditions ; 6 d’entre elles se sont montrées viables avec une moyenne de 88%.

Enfin, la viabilité comparée de 43 espèces de la région Rhône-Alpes avant et après 20 jours de dessiccation et après 15 jours de congélation, n’a également pas montré de modification significative.

Nous décrivons par la suite, une adaptation du test de viabilité au TTC sur des graines de très petite taille, celle des Orchidées et présentons quelques résultats de tests de germinations menés, à la demande des jardiniers, sur des graines à germination difficile (graines à vie courte, d’espèces de la région Rhône-Alpes  ne germant pas à l’école de botanique et graines présentant un long temps de germination, celles des Ombellifères).

Enfin nous détaillons les expériences de culture in vitro menées sur des graines d’Orchidées d’une part avec 50 % de succès et sur 13 espèces menacées de la région Rhône-Alpes  avec une réussite pour 3 d’entre elles.
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Summary - The activity of the Lyon’s Botanical Garden Laboratory is presented in the article. The laboratory stores and studies the viability, mainly of rare and endangered plant seeds of its collections. Out of the 502 stored species, 31% are originated from Rhône-Alpes region, and 39% have a status of protected plants.

Firstly, a viability study of the seeds of 74 species collected over 3 successive years was performed in order to assess the quality of the active collection. It shows that 70% of the seeds were viable, on average. The study of the seeds of the passive collection stored at the laboratory at low temperature was carried out by 3 different ways. The first one consisted in the comparison of the viability of batches before, and after, a 2-year storage at +4°C. The test of comparison of 2 proportions showed no significant change in viability of the 78 species tested. The second one was the comparison of the viability of batches of seeds from 7 species stored for 15 years in the same conditions. Out of the tested species 6 were viable, with a mean viability of 88%. Finally no significant viability change was shown for the 43 species of the Rhône-Alpes region before and after they were desiccated for 20 days, or stored freezed for 15 days.

Secondly, a modification of the TTC viability test is described for very small sized seeds such as Orchids. The results of germination tests run on the requirement of gardeners on seeds with low germination potential (short living seeds of species of the Rhône-Alpes region that did not germinate at the botanical school, and seeds requiring long duration to germinate, the umbellifers) are shown.

Finally, in vitro culture experiments carried out on orchid seeds with a success rate of 50%, and on 13 endangered species which were successful for 3 of them, are detailed. 

1. Introduction

La banque de graines est composée d’une graineterie (collection active) dans laquelle sont stockés plus de 4000 taxons pour les échanges et la conservation.

Une fois récoltées, séchées 3 mois dans un local sec et nettoyées, les graines sont simplement rangées dans des casiers non hermétiques à température ambiante et ne sont conservées par sécurité que 2 ans. Ceci représente une perte considérable de patrimoine végétal surtout en ce qui concerne les espèces rares et menacées. C’est pour cette raison qu’en 2004 le Jardin botanique décide d’installer un laboratoire avec une structure de conservation à basse température pour prolonger la conservation de ces graines et de celles des espèces difficiles à multiplier au Jardin Botanique (collection passive). 

2. La composition du stock de graines du laboratoire

Il comporte 502 espèces de 90 familles différentes dont ¼ proviennent des plantes des serres (23 %), la majorité des graines étant issue du plein air (63 % du Jardin Botanique, 14 % de provenance nature).

31 % des espèces du plein air sont des espèces présentes dans la région Rhône-Alpes.

Les espèces protégées représentent 39 % de la collection générale

- 4 % ont un statut légal de protection au niveau du territoire

- 13 %, ignorées par les textes officiels sont considérées par nos botanistes comme menacées régionalement, de par leur expérience et sur la base d’ouvrages tels que le Livre rouge de la Flore française, les flores locales (lyonnaises G. Nétien, de la Drôme Luc Garraud) les données sur les espèces prioritaires du CBN de Gap-Charance et du Massif Central 

- 22 % sont I U C N dont 4 sont éteintes parmi lesquelles Tulipa marjoletii, Potentilla delphinensis en voie d’extension et Eryngium alpinum quasi menacée. Ces 3 espèces sont présentes uniquement en Rhône-Alpes. 

3. La conservation des graines

Sa qualité est estimée par test de viabilité selon le protocole suivant : Après scarification ou perforation des graines (10 par lot), réhydratation pendant 24h à température ambiante dans de l’eau distillée. Elimination de cette eau puis incubation des graines dans une solution de TTC (Chlorure de triphényl-tétrazolium) à 1% pendant 24h à température ambiante et à l’obscurité. Dissection et recherche, à la loupe binoculaire  de la coloration rouge de l’embryon, signe de viabilité.

Il est appliqué systématiquement sur chaque lot de graines avant sa mise au froid. Les tests donnant 0 % viabilité sont systématiquement refaits.

4. Qualité de la collection active

Trois ans de résultats nous ont permis cette étude sur la viabilité de graines de 74 espèces une fois récoltées. Au cours des 3 dernières années  la viabilité moyenne est de 70 %. 

La figure n°1 indique le pourcentage d’espèces présentes dans les différents niveaux de viabilité que nous avons définis. Nous notons que 75 % des graines ont plus de 50 % de viabilité. (figure n°1)
Les résultats regroupés par famille sont présentés figure n°2 (retenir les pics orange correspondants aux familles comportant au moins 3 espèces différentes). (figure n°2)
En ce qui concerne la région Rhône-Alpes : 74 % des graines ont une viabilité supérieure à 50%. En conclusion depuis 3 ans, les stocks de graines avant leur mise au froid ont une viabilité tout à fait satisfaisante.

5.  Qualité de la collection passive

Un test de viabilité est effectué en 2007 sur des lots de graines stockées au froid en 2005. Les résultats sont comparés avec ceux des tests réalisés en 2005 sur les mêmes lots. Cette étude de  viabilité après 2 ans de conservation à +4°C a été effectuée sur 78 espèces de 25 familles. Les tests de comparaison de 2 proportions montrent que la viabilité n’est pas significativement modifiée par 2 années de conservation à +4°C. Une viabilité moyenne est établie par famille (cf figure n°3) de même, repérer de même les familles en orange comportant plus de 3 espèces ( figure n°3)
Nous retrouvons les mêmes familles à haute viabilité : les Amaryllidacées et les Fabacées. Notons que la famille des Cypéracées présente une faible viabilité. 

En ce qui concerne les espèces de la région Rhône-Alpes, nous obtenons de bons résultats ; 76 %  d’espèces de viabilité supérieure à 50 % 

Que devient la viabilité des graines après plus de 15 ans de conservation au froid ? 

Nous avons eu l’opportunité de tester des graines de 7 espèces originaires de Corse confiées il y a 15 ans par Mr Gilles Dutartre au CBN de Porquerolles pour qu’elles soient conservées en toute sécurité en chambre froide à + 4°C.  Sur les 7 espèces, ​ 6 ont donné des résultats positifs au test de viabilité, soit 88 % sur ce qui est remarquable ; 4 ont germé avec une moyenne de 49 %. Nous sommes dont confortés dans l’efficacité de ce type de conservation.

Nous avons commencé en 2007 à conserver nos graines au congélateur et nous avons testé la viabilité de 43 espèces de la région Rhône-Alpes avant et après 20 jours de dessiccation à 19 % R H et ensuite après 15 jours de congélation. De la même façon par tests de comparaison des 2 proportions ; nous montrons que la viabilité des lots n’est pas significativement modifiée par ces 2 types de traitement.

6. Adaptation du test de viabilité au TTC sur des graines de très petite taille

Nous nous sommes penchés sur le cas des graines d’Orchidées, nous avons adapté le test au TTC et tenté de diminuer le temps de réaction : hydratation réduite à 1 heure, lecture de la coloration après 21 heures d’incubation en TTC. Ce temps de lecture à 21 heures a été déterminé en suivant sur 21 espèces positives l’évolution de leur nombre en fonction du temps passé dans le TTC. 
7. Tests de germination
Nous réalisons ces tests de germinations, à la demande des jardiniers, sur des graines à germination difficile.
Le protocole de  ces tests est le suivant :

 Prétraitement des graines par passage pendant 2 à 3 mn dans de l’eau de Javel à 2% puis rinçage à l’eau distillée.

Ensemencement des graines (20 par lots) stérilement sous hotte à flux laminaire en boîtes de pétri sur 2 ronds de papier filtre imbibés de 2 ml d’eau distillée.

Mise en place à température ambiante, sous éclairage jour/nuit, 12h/12h.

Des traitements préalables peuvent être appliqués aux lots de graines : scarification, stratification en milieu humide (15 jours à +4°C), mise à l’obscurité en milieu humide (15jours à 22°C en armoire thermostatée.

L’arrosage de fait par 1ml d’eau distillée si besoin et la lecture effectuée 2 fois par semaine. 

Fin du test à 50 jours.

Germination des graines à vie courte principalement de graines aquatiques de la région Rhône-Alpes  de 3 familles : Alismatacées, Cyperacées, Juncacées.

Sur les 21 espèces étudiées seulement 5 ont germé : Juncus inflexus, espèce commune, facilement et  4 d’entre elles, Carex vulpinoidea, Carex pendula, Isolepis setacea et Scirpoïdes holoschoemus ont un besoin impératif de passage au froid pour germer. Nous constatons donc, tout comme les jardiniers, une absence flagrante de germination de ces espèces, sans doute sensibles à la déshydratation excessive causée par  3 mois de séchage.

Elles doivent être mises plus rapidement au froid après récolte.

Germination des graines d’espèces de la région Rhône-Alpes  ne levant pas à l’école de botanique. Sur les 29 espèces testées, 12 ont germé dans 1, 2 ou 3 conditions de germination (figure n° 4).
Un passage au froid semble indispensable pour Polygonum minus, Impatiens parviflora mais s’avère néfaste à Artemisia annua (plante de biotope chaud).

L’obscurité semble favorable à Aster alpinus, Bidens subalternans.

Germination de graines présentant un long temps de germination : les graines d’Ombellifères. 

L’étude a montré que les graines d’Angelica sylvestris germent directement semées à température ambiante, celles d’Eleaoselinum foetidum et Peucedanum alsaticum germent à 50 % si elles sont stratifiées. L’étude prolongée à 80 jours a vu le taux de germination de d’Eleaoselinum foetidum et Peucedanum alsaticum multiplié par 2 mais jamais Eryngium bourgati et Magydaris pastinacea n’ont germé.

8. La culture in vitro 
8.1 Graines d’orchidées 
Après vérification de leur viabilité, les graines sont désinfectées (hypochlorite de Na à 2%) et ensemencées stérilement sur milieu de Knudson modifié. Nous obtenons les 50 % de succès :
-sur 15 espèces testées (provenance Jardin botanique), 8 ont germé dont Phalaenopsis equestris var rosea et Prosthechea cochleata « en perdition » dans notre collection.

-sur 24 espèces (provenance nature), 14 ont germé. 

8.2 Plantes menacées de la région Rhône-Alpes 
Après désinfection à l’hypochlorite de Na à 2%, les explants (graines, bourgeons, fragments de feuilles, tiges,..) sont ensemencés stérilement successivement sur milieux de base, croissance, enracinement type Murashige et Skoog..

Une partie des objectifs a été atteinte pour 4 espèces des 13 espèces ensemencées :

-obtention de cals pour Echinospartum horridum et Lomelosia graminifolia
-multiplication de tiges mais échec de la phase d’enracinement pour Genista delphinensis et Daphne cneorum.
Pour 3 espèces, la multiplication in vitro a donné de nouvelles tiges et racines : Dianthus graniticus (IUCN R), Astragalus vesicarius ssp vesicarius et Linnaea borealis.    

Photo n° 1 Dianthus graniticus IUCN R (culture in vitro)
[image: image1.emf]
Figure n° 1 
Viabilité des graines de la collection active.
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Figure n° 2

Collection active :
Viabilité du stock de graines (74 espèces) récoltées au cours de 3 années successives.
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Figure n° 3
Collection passive :
Viabilité moyenne par famille du stock de graines (78 espèces) après 2 ans de conservation à +4°C.


[image: image4.wmf]100

96

97

95

95

95

95

90

85

85

84

83

79

77

75

72

68

60

55

50

40

40

32

30

0

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%

Alliaceae

Primulaceae

Amaryllidaceae

Asphodelaceae

Fabaceae

Fumariaceae

Iridaceae

Brassicaceae

Apiaceae

Campanulaceae

Caryophyllaceae

Geraniaceae

Lamiaceae

Ranunculaceae

Boraginaceae

Poaceae

Rosaceae

Malvaceae

Asteraceae

Colchicaceae

Dipsacaceae

Plumbaginaceae

Cyperaceae

Resedaceae

Saxifragaceae

Espèces

Viabilité moyenne

 


Figure n° 4

Espèces de la région Rhône-Alpes.

Tests de germination sur des graines ne germant pas à l’Ecole de botanique, secteur plein air
(pourcentage de germination).
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