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Présentation E'PIERRON

L'ceillet (Dianthus), plante de la famille des Caryophyllaceae est un modele de choix pour
I'étude de la mise en culture de méristemes. Une manipulation plus simple peut également
étre realisée a partir de cette plante afin de montrer le role des régulateurs de croissance (ou
phytohormones) dans les milieux de culture.

Principe général

Des graines d'ceilet sont mises a germer dans du ferreau. Les jeunes pousses
sont prélevées, desinfectées et mises en culture sur frois milieux permettant
soit la multiplication des plants, soit la formation de cals, soit leur enracinement.
La composition de base des milieux est la méme dans les trois cas
et la difference ne porte que sur la composiion en phytohormones.
Au bout de quatre a six semaines, on peut observer les différents resultats.
Les plants enracinés peuvent éventuellement étre transférés en serre pour la phase
d'acclimatation.

Le kit peut étre conservé a température ambiante.
Il permet de faire travailler 10 bindbmes.
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Cermination des graines éip?ennDN

Préparer des bacs de germination contenant du terreau pour repiquage de jeunes plants,
arroser et verser les graines d'ceillet. Placer 'ensemble a la lumiere du jour.

Penser a toujours humidifier et eventuellement, ajouter un peu d'engrais.

Attendre un a deux mois pour que les plantules aient assez pousse.

Préparation du matériel et des milieux

1 - Matériel nécessaire

- Eau distillee

- Fau de javel (de type javel Plus)

- Alcool a briler

- Bec Bunsen ou une lampe a alcool

- Marmite a pression ou autoclave

- 6 bocaux pour la désinfection des pousses

2 - Préparation du milieu

Versez la poudre dans un récipient et ajouter 400 ml d'eau distillée. Fates fondre le milieu
dans un bain-marie bouillant ou au four @ micro-ondes. Quand le milieu est totalement fondu,
il est limpide. Il est tres important que le milieu soit entierement fondu avant de le stériliser.
Répartissez le milieu dans les flacons qui serviront pour la culture. Fermez les flacons.
Sivous sterilisez a 'aide d'une marmite a pression, placer environ 2 litres d'eau au fond
de la marmite et posez les flacons dans le panier. Sterilisez 30 min a partir du sifflement
de la soupape en maintenant la pression au maximum ou a I'autoclave (25 mn a 115°C).
Ala fin du temps de stérilisation, laissez refroidir sans enlever la soupape (ce qui ferait sauter
les bouchons).

Sortez les flacons encore chauds et posez les en position verticale afin qu'ils puissent refroidir
et se solidifier (prévoir environ 3 heures).

Prévoyez également de stériliser 'eau distiliée servant a la désinfection de la plante (4
bocaux par groupe). Le temps de stérilisation peut dans ce cas étre un peu plus long.
Avec I'eau, vous pouvez également stériliser les instruments (pinces, scalpels, ciseaux ...)
apres les avoir enveloppés dans du papier aluminium.
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1 - Matériel et produits nécessaires par groupe
Mateériel :

- 2 bocaux pour la deésinfection

- Un verre pour placer les instruments dans I'alcool

- Un scalpel ou une paire de ciseaux

- Un pince

- Une boite de Petri stérile ou une soucoupe stérile

- Un bec Bunsen ou une lampe & alcool

Solutions

- Liquide vaisselle

- Alcool a briler

- Eau de Javel de type « Javel plus » diluée selon les conseils du fabricant
- 4 bocaux d'eau distillée stérile

Plante

- 3 plantules d'ceillet

2 - Préparation du plan de travail
Avant de manipuler, se laver soigneusement les mains et les avant-bras au savon. Nettoyez
le plan de travail avec de I'eau de javel.

T

Placez au centre le bec Bunsen ou la lampe a alcool. Placez sur la droite (pour un
droitier) un verre contenant de lalcool dans lequel seront placés les instruments.
Devant le bec Bunsen, placez une boite de Petri ou une soucoupe stérile dans laquelle sera
decoupée la plante. Sur la gauche du bec Bunsen, placez le flacon contenant le milieu de
culture. Derriere le bec Bunsen, placez les bocaux servant a la désinfection.
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3 - Désinfection de la plante
Prélevez les plantules dans le terreau. Rincez-les a 'eau du robinet afin d’enlever la terre et
la poussiere.

Par groupe d'éleve, placez au moins 3 plantules dans un mouillant composé d'une goutte
de liquide vaisselle dans de I'eau.

Désinfectez ensuite par passage de 8 min dans I'eau de javel de type « javel plus » ( attention
a bien respecter ce temps !).

La plantule étant désinfectée, les étapes suivantes doivent étre réalisées en milieu stérile avec
du matériel stérile. Pour stériliser les instruments, placez-les dans I'alcool puis flambez-les
rapidement afin d'éliminer I'alcool. Répétez cette opération 2 a 3 fois avant chaque utilisation.
Rincez les plantules par 4 bains de 5 min chacun dans I'eau distillée stérile.

Attention : pendant la manipulation, ne jamais toucher Pextrémité des
instruments ou la plante avec les mains, ne pas parler, ne pas faire de
courants d’air, bien fermer portes et fenétres.

4 - Mise en culture
Dans la boite de Petri ou la soucoupe stérile, coupez I'extrémité de la plantule juste en
dessous des dernieres feuilles.
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Ouvrir —un  flacon (OE1, OE2 ou OE3) a «cOt¢ du Dbec Bunsen
Repiquez la bouture en la piquant a l'intérieur de la gélose (comme si on repiquait une
plante en terre). Flambez I'encolure du flacon et le reboucher. Répétez la méme opération
pour les 3 milieux. Placez les flacons a la lumiére du jour en évitant I'ensoleillement direct
(qui risquerait de brler la plante). Lhiver, en période de jours courts, vous pouvez éclairer les
flacons matin et soir avec des lampes de type lumiére du jour.

5 - Evolution

Au bout de 4 a 6 semaines, la plantule va se multiplier sur le milieu
OET1, former un cal sur le miieu OE2 et Senraciner sur le miieu OE3.
Les plants enracinés peuvent étre repiqués en terre et sous serre pour la phase d'acclimatation.

Transfert en serre

Stérilisez du terreau pour repiquage de jeunes plants en procédant comme pour I'eau distillée.
Placez ceterreaudansdespetitspotsetrepiquezlesplantulesenracinées. Placezlespotsenserre.
Bien arroser.  Pour [lacclimatation, laissez la serre fermée envion 15 jours
puis ouvrez-la petit a petit en surveillant que la plante ne se désseche pas.
Quand la plantule est suffisamment vigoureuse, on peut retirer le couvercle de la serre.

On peut éventuellement vaporiser les plantules avec un insecticide et un fongicide.
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Récapitulatif

E'PIERRON

JOUR J-60 : Germination des graines
JOUR J-1 : Préparation des milieux de culture
JOUR J : Mise en culture

JOUR J + 4 a 6 semaines : Transfert en serre

Composition des milieux

Milieu OE1 :

Base MS400/2
Thiamine : 0,1 mg/!
6 BA: 0,5 mg/l
Saccharose : 20 g/l
Gélose : 7 g/l

Milieu OE2 :

Base MS400/2
Thiamine : 0,1 mg/!
kinétine : 1 mg/I
24D:1mg/l
Saccharose : 20 g/l
Gélose : 7 g/l

Milieu OE3 :

Base MS400/2
Thiamine : 0,1 mg/!
ANA: 0,1 mg/I
Saccharose : 20 g/l
Gélose : 7 g/l
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Enfretien et garantie E'PIERRON

Aucun entretien particulier n'est nécessaire au fonctionnement du produit.

Les matériels livrés par PIERRON - ASCO & CELDA sont garantis, a compter de leur livraison,
contre tous défauts ou vices cachés du matériel vendu. Cette garantie est valable pour une
durée de 2 ans apres livraison et se limite a la réparation ou au remplacement du matériel
defectueux. La garantie ne pourra étre accordee en cas d'avarie resultant d'une utilisation
incorrecte du matériel.
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