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Résumé

Notre expérimentation porte sur la culture in vitro de la pomme de terre par 'utilisation
de la variation somaclonal pour 1’obtention de cals, Sur deux variétés de pomme de terre a savoir ;
Désirée et Spunta dans deux milieux MS a savoir MSI sans NAA et BAP et MSII avec NAA et
BAP .cette ¢tude nous a permis de connaitre 1’effet de la composition minérale des milieux
d’induction sur les processus organogénese des deux variétés étudiées. Par ailleurs, elle nous a
permis de connaitre que les méristémes constituant les explants ont des bonnes aptitudes
organogénese. Cette premiere génération représente la phase de micropropagation qui a pour but

I’obtention d’une quantité suffisante de vitro plants sains.

Nous avons par la suite étudié 1’obtention de cals obtenues de ces deux variétés selon deux

Types de milieux MS et selon déférentes concentrations de 2.4.D. Le milieu MS II a présenté un
taux des cals tres élevée 66.08% des cals chez la variété spunta et chez la variété désiré 72.58% par
rapport au milieu MSI qui présenté un pourcentage des cals 43.29 chez la variété spunta et 56.91
chez la variété désiré. Le nombre le plus répondu des cals est obtenue au niveau des nceuds et entre-
nceuds chez les deux variétés et dans les deux milieux MS le pourcentage varie entre 43.99 jusqu'a

85.33% chez la variété spunta et de 50 jusqu'a 88% chez la variété désiré.

Mots clés : Culture in vitro. Milieu standard MS, cal, organogénése, Micropropagation, NAA,

BAP, vitro plant.



Abstract:

Our job is to focuses on improving the potato by the use of somaclonal variation for obtaining
callus on two apple varieties namely land; Desiree and Spuntain two MS first MSI absent to
ANA and BAP and MSII with ANA and BAP environments. It allowedus to know the effect
of the mineral composition of induction media on organogenesis processes of both varieties
studied. Furthermore, these studies allowed us to conclude that the meristem explants are
organogenesis have good skills. This first generation is micro propagation phase which aims
to obtain a sufficient amount of healthy plants vitro.We then studied the obtaining of callus
obtained from these two varieties in two MS media types namely hormone-free MS and MS
according to ANA and respectful concentrations. The MS medium II presented a very high

rate of calli compared to MS medium.

Keywords: In vitro culture, The standard MS medium, callus, caulogenesis, rooting, micro

propagation, ANA, BAP, organogenesis.
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Introduction

La pomme de terre Solanumtuberosum.L appartient a la famille desSolanacées originaires des pays
andins, connue a 1’échelle mondiale par sa grande consommation est classée en deuxieme position
apres les céréales(Meziane d, 1991).

En plus de son importance dans I’alimentation, la pomme de terre est aussi utilisée par voies
biotechnologiques dans la production des vaccins contre le diabéte et 1’hépatite (Arakawa et
al.,1999).

La production de pomme de terre en Algérie ne satisfait pas les besoins du consommateur, ce qui
fait de nous un pays dépendant de 1’étranger surtout en matiére de semence ; les statistiques de
I’union européenne (2002) nous indiquent que I’ Algérie dépense 64 millions d’euros a I’'UE pour la
semence de pomme de terre. Ces semences importées ne présentent pas souvent les qualités
requises et leur génotype n’est pas toujours conforme a nos conditions
édaphoclimatiques(Anonyme 2002).

De méme la semence peut présenter quelques contaminationsvirale vu que celle-ci est trés connue
par sa sensibilit¢ a de nombreuses infections qui lui sont transmises a chaque génération par le
tubercule et pour lequel aucune lutte chimique n’est possible.

Pour faire face a ces problemes, plusieurs pays ont introduit les techniques de micropropagation et
de microtubérisation dans I’industrie de production de semences, ces techniques restent encore peu
utilisées en Algérie. Dans ce cadre, il était intéressant d’étudier la microtubérisation afin de produire
des microtubercules (vitrotubercules), ceux-ci peuvent étre considérés comme la semence du future
en raison de leur grande utilité pour I’agriculture : c’est leur petite taille qui fait leur avantage de
sorte nous pouvons les conserver pour une longue durée jusqu’au moment de leur utilisation, nous
pouvons peut aussi les transporter d’une région a I’autre et sans aucune difficulté et les produire a
n’importe quelle époque de I’année.référence

le travail que nous avons proposé s’inscrit dans le but d’améliorer 1’étatsanitaire des semences et
d’obtenir des cals,dans un temps plus court, il nous permet aussi de les améliorer du point de
vuequalitatif et quantitatif et de ce fait les introduire dans le schéma de production desemences dans
I’industrie agricole. Afin de réaliser ces objectifs : notre travails’est attelé a ¢tudier la calogenese en
utilisant les techniques de cultures invitro et en se basant sur I’effet du génotype, et du milieu de

culture.

Pour mener a bien notre étude, nous avons utilis¢ deux variétés de pomme deterre, a savoir, Désirée,

Spunta, sur deux milieux différents.
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I .Généralité sur la pomme de terre

I.1- Origine

La pomme de terre a pris naissance dans les pays andins et plus particulierement prés de
Littoral du Pérou, 8000 a 9000 ans avant JC. Les Incas 1’ont cultivé sous le nom de papa et
elle porte toujours ce nom en Amérique latine. Les zones les plus riches en espéces sont le
centre du Mexique. L’habitat s’étage de 0 a 4000 m et regroupe des zones de type arbustifs et
prairial (Anonyme, 2000).

Il n’existe aucune documentation qui précise la date d’arrivée de cette plante en Europe. nous
pensons, cependant, que la pomme de terre arriva quelques années avant la fin du XVIeme
siecle et ceci par deux entrées; la premiere en Espagne vers 1570 et la seconde aux iles
Britanniques (1588-1593) (Rousselle ez al., 1996).

En Algérie, la pomme de terre a probablement, été introduite une premiere fois au XVIeéme
siecle par les Maures andalous qui ont propagé les autres cultures dans la région comme par
exemple : la tomate, le poivron, le mais, et le tabac puis elle est tombée dans I’oubli n’ayant
pas suscité d’intérét.

Dans la deuxieéme moitié¢ du XIXeéme siécle, les colons vont la cultiver pour leur usage, car les
algériens y sont réticents malgré les disettes successives. C’est la derniere grande famine des

années 30/40 qui viendra a bout de cette opposition (Meziane, 1991).

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des Solanacées, genre
Solanum (Quezel et Santa,1963), comprend 1000 especes dont plus de 200 sont tubéreuses
(Dore et al .,2006 ; Hawkes,1990) , on pensait autrefois que la pomme de terre était issue
d’une plante sauvage unique, I’espece (S tuberosum), dés 1929, les botanistes avaient montré
que cette origine était plus complexe et que 1’on retrouvait parmi les ancétres des especes de
pomme de terre cultivés, des plantes sauvages différentes (Rousselle ef al.,1992 ; Dore et al.,
2006).

L’espece cultivée dans nos régions, Solanum tuberosum L. subsp. Tuberosum comprend
plusieurs centaines de variétés différents par la forme, la couleur, la texture ou encore par le

contenu en amidon des tubercules.
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1.1.2- PRODUCTION DE LA POMME DE TERRE
1.1.2.1-Dans le monde

La pomme de terre (Solanum tuberosum) est une récolte végétale d’importance économique
dans le monde entier. Les cultivateurs produisent environ 325 millions de tonnes de pomme
terres annuellement (livre du monde, 2000), alors que la production était de 100 millions de
tonnes dans les années 90 et de 30 millions de tonnes dans les années 60. Durant ces dix
derniéres années, la production a augmenté¢ annuellement de 4,5% en moyenne, alors que
celle de la superficie de plantation a augmenté de 2,4% (CIP, 1998).

Dans le monde de la nutrition, la pomme de terre occupe la quatriéme place apres le blé, le riz
et le mais (CIP 1995).

Les principaux producteurs de pomme de terre au monde sont présentés dans le tableau 1.
Tableau 1 : Les principaux producteurs de pomme de terre au monde (FAO, 1998)
(Organisation des Nations unies pour l'alimentation et l'agriculture)

Producteurs Production en 1998 (million de tonnes)

Production mondiale 290,2
Chine 47,8
Russie 31,3
Pologne 25,9
Etats-Unis 21,4
Inde 19,2
Ukraine 17,5

1.1.2.2- En Algérie

La pomme de terre est I’'un des produits les plus importants pour I’alimentation de la
population algérienne : elle occupe la deuxiéme place apres le blé.

La production en Algérie est en évolution (tableau 02), en 2003, nous avons noté des niveaux
de production jamais atteints par le passé : 18 799 180 quintaux avec un rendement de 212 gx
/ ha.29

Ain Defla est classée premicere ville productrice de pomme de terre au niveau national avec un
taux de 14%.

L’Algérie avec I’Egypte, I’Afrique du sud et le Maroc fournissent 80% de la production de
pomme de terre en Afrique (CIP1, 1999). Ce pourcentage reste insuffisant car la production

Algérienne ne couvre pas la demande du consommateur.

3



Chapitre | recherche bibliographique

La semence en Algérie reste toujours un probléme a résoudre. Les statistiques de [’union
européenne (2002) classe 1’ Algérie comme premier pays importateur des produits agricoles de
I’'UE (a partir des douze états partenaires sud méditerranéen) avec un volume de 1,206
milliard d’euros. Parmi ces importations, nous notons 64 millions d’euros pour la semence de
pomme de terre.

Tableau 2 : La production de pomme de terre en Algérie (Statistique de pomme, de terre,

2004 : Direction des Services Agricoles de la wilaya de Constantine).

Années Production en quintaux
1990 8 085410
1991 10 773 480
1992 11575250
1993 10 652 210
1994 7159 360
1995 12 000 000
1996 11 500 000
1997 9475 180
1998 11 000 000
1999 9962 680
2000 12 076 900
2001 9672 320
2002 761 800
2003 18 799 180

CIP : Centre International de la Pomme de terre (Pérou).
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I.1.3-Caractéristiques botaniques de la pomme de terre

1.1.3.1-Position taxonomique

Sa classification exhaustive est présentée par Hawkes, 1990 :

Regne : plantae (Végétaux supérieurs)
Embranchement : Spermatophytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Sous-classe : Asteridae

Ordre : solanales

Famille : Solanaceae

Genre : Solanum L.

Sous-Genre : Potatoe (G. Don) D’ Arcy
Section : Petota Dumort

Sous-section : Potatoae

Super-série : Rotata

Série/Groupe : Tuberosa (cultivées)
Espece : tuberosum

Sous-espece : tuberosum

Description Botanique de la plante :

La plante est une espece herbacée vivace par ces tubercules mais cultivée en culture annuelle

selon Rousselle ef al., (1996) ; La plante comporte a la fois des tiges aériennes et des tiges

souterraines (Darpoux et Debelley, 1967). Les males sont stériles (environ 1/3 des variétés).

Les fruits sont des baies qui peuvent contenir jusqu'a 200 graines. Les tubercules sont a la fois

I'organe de multiplication et de consommation. Tous ses caractéres morphologiques sont tres

variables et une caractéristique variétale plus ou moins influencée par le milieu (Gallais et

Bannerot, 1992).

Description de I’Appareil aérien :

L’appareil aérien est constitué de plusieurs tiges principales souvent ailées, la plante adoptant

avec I’age un port plus ou moins étalé (caractéristique variétale). Les feuilles sont alternes,
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composées imparipennées et comportent de 7 a 15 grandes folioles latérales primaires
flanquées de folioles secondaires, de folioles intercalaires et de folioles se distinguant par leur
mode d’insertion sur le rachis (Rousselle et al., 1996). Les fleurs sont souvent stériles. La

production de fruit (baie sphérique) est donc généralement rare.

Description de I’Appareil souterrain :

L’appareil souterrain comprend le tubercule mére desséché, les stolons (tiges souterraines
diagéotropes) portant éventuellement des tubercules fils dans leur région subapicale ainsi que
des racines adventives (Rousselle ef al., 1996). Il représente la partie la plus intéressante de
la plante puisqu’on y trouve les tubercules qui conférent a la pomme de terre sa valeur
alimentaire. Cultivé pour la consommation, pour la transformation ou comme semence, le
tubercule représente environ 75 a 85 % de la matiere séche totale de la plante (Rousselle et

al., 1996).
e Structure externe du tubercule

A lextrémité apicale du tubercule, ou couronne, se trouve le bourgeon terminal ou apical
tandis qu’a I’opposé, du coté proximal, se trouve le point d’attache du stolon, 1’ombilic
(Fig.1). Les yeux, disposés régulicrement sur le tubercule suivant une phyllotaxie spiralée
(Fig.1), correspondent a I’emplacement des bourgeons axillaires. Des lenticelles parcourent la
surface du tubercule et jouent un role essentiel dans la respiration du tubercule (Rousselle et

al., 1996)
« Structure interne du tubercule

En coupe longitudinale d’un tubercule mature (Figl), on distingue de D’extérieur vers
I’intérieur : le périderme, le cortex ou parenchyme cortical, I’anneau vasculaire composé de
phloéme externe, de xyléme et de parenchyme vasculaire. On peut également remarquer la
zone périmédullaire ou parenchyme périmédullaire contenant le phloéme interne et enfin, la
moelle ou parenchyme médullaire (Fig.1) (Rousselle ez al., 1996). Les différents
parenchymes (cortical, périvasculaire, périmédullaire, médullaire) contiennent de grandes
quantités de grains d’amidon qui différent par leur taille (diamétre de 7 a 32 um) et leur forme

(ovoide, sphérique) (Rousselle ef al., 1996).
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Figure 01 : Le cycle végétatif de la pomme de terre (Anonyme, 1998b).
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I.1.3.1- Cycle de reproduction et physiologie

* Cycle sexué :

Le fruit est une baie sphérique ou ovoide de 1 a 3 centimétres de diamétre, il contient
généralement plusieurs dizaines de graines (Bernhards, 1998), et peut contenir jusqu’a 200
graines (Rousselle ef al., 1992). La pomme de terre est trés peu reproduite par graines dans la
pratique agricole, cependant la graine est 1’outil de création variétale (Soltner, 2005a). La
germination est épigée et les cotylédons sont portés au-dessus du sol par le développement de
I’hypocotyle. En conditions favorables, quand la jeune plante a seulement quelques
centimetres de hauteur, les stolons commencent a se développer d’abord au niveau des

cotylédons puis aux aisselles situées
e Cycle végétatif :

Le tubercule n’est pas seulement un organe de réserve, c’est aussi un organe qui sert a la

multiplication végétative. Cette derniere se déroule en quatre étapes :
- La dormance

- La germination

- La croissance

- La tubérisation
« dormance

Aprées la récolte, la plupart des variétés de pommes de terre traversent une période ou le
tubercule ne germe pas, quelles que soient les conditions de température, d’éclairage et
d’humidité. 11 s’agit de la période de dormance, et sa durée dépend beaucoup de la variété et
des conditions d’entreposage, et surtout de la température (Peron, 2006). Pour hater la
germination, on peut traiter chimiquement les tubercules de semence ou les exposer

alternativement a des températures élevées et basses (Anonyme, 2003).
* germination

Selon Ellisseche (2008), lorsqu'un tubercule est placé dans des conditions d'environnement

favorables (16-20°C, 60-80% d'humidité relative) aussitot apres la fin de son repos végétatif,
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il commence a germer. Apres une évolution physiologique interne les tubercules deviennent
capables d’émettre des bourgeons, une évolution interne du tubercule conduit d’abord a un
seul germe qui se développe lentement et dans ce cas c’est toujours le germe issu du
bourgeon terminal qui inhibe les autres bourgeons : ce phénomene est la dominance apicale
(Soltner, 2005a). Puis un petit nombre de germes a croissance rapide se développent.
Ensuite un nombre de plus en plus élevé de germes démarrent, traduisant une perte
progressive de la dominance apicale. Ils s’allongent lentement, se ramifient, deviennent

filiformes et finalement tubérisent. (Bernhards, 1998).
« croissance

Une fois le tubercule mis en terre au stade physiologique adéquat, les germes se transforment
en dessous du sol en tiges herbacées pourvues de feuilles ce qui rend la plante autotrophe dés
que la surface foliaire atteint 300 a 400 cm? (Rousselle ef al., 1996). Les bourgeons axillaires

donnent, au dessus du sol des rameaux, et en dessous, des stolons (Soltner, 2005a).
* tubérisation

Le tubercule est la justification économique de la culture de pomme de terre puisqu’il
constitue la partie alimentaire de la plante et en méme temps, son organe de propagation le
plus fréquent. Ce phénoméne de tubérisation commence d’abord par un arrét d’¢longation
des stolons apres une période de croissance. La tubérisation est réalisée dés que le diamétre
des ébauches est le double de celui des stolons qui les portent. Outre les processus de
multiplication cellulaire, le grossissement des ébauches de tubercules s’effectue par
accumulation dans les tissus des substances de réserve synthétisées par le feuillage. Ce
grossissement ralentit puis s’arréte au cours de la sénescence du feuillage (Bernhards, 1998).
Le modele de développement suivi par les tubercules varie considérablement entre les
tubercules d’une méme plante. Une hiérarchie s’établit entre ces organes de stockage qui
entrent en compétition pour les nutriments : les tubercules croissant le plus vite limitent le

développement des autres tubercules (Verhees, 2002).
e Variétés

Les variétés de la pomme de terre sont extrémement élevées, chaque variété possede une
description officielle basée sur de nombreux caractéres morphologiques et quelques caracteres

physiologiques lui permettant d’étre toujours identifiable, différentiable visuellement des

9
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autres variétés (Peron, 2006).Toutefois, certains caractéres descriptifs peuvent légeérement
varier en fonction de 1’époque et du lieu de culture. Les objectifs de production poursuivis

dépendent du type de culture (Reust, 1982) :

* Pomme de terre primeur : limiter le nombre de tubercules au profit de leur grosseur et d’une
extréme précocité, les principales variétés utilisées sont Nicola, Diamant, Roseval, Yesmina,

Timate et Charlotte.

* Pomme de terre plant : nombre élevé de tubercules de calibre moyen et d’une bonne

précocite.

* Pomme de terre de consommation (marché du frais) : un nombre élevé de tubercules d’un

calibre moyen a grand, sans toutefois dépasser le calibre supérieur.
Les variétés les plus utilisées sont Desirée, Spunta, Diamant, Lisetta et Kondor.

* Pomme de terre de consommation (transformation industrielle) : un rendement élevé en

tubercules et amidon.
I.1-4.Propagation de la pomme de terre :

Selon FAO 2008 La propagation de la culture de la pomme de terre, originaire des Andes,
dans le reste du monde est certes une belle aventure, mais elle a commencé par une tragédie.
La conquéte du Pérou par les conquistadors espagnols, de 1532 a 1572, a détruit la civilisation
inca et provoqué la mort - a cause de la guerre, des épidémies et du désespoir - d'au moins la

moitié de la population.

Les conquistadors étaient venus chercher de 1'or, mais le véritable trésor qu'ils ont rapporté en
Europe c'est Solanum tuberosum. La premiére trace de la culture de la pomme de terre en
Europe date de 1565, dans les iles Canaries. En 1573, elle est attestée en Espagne. Peu de
temps apres, les tubercules voyagent a travers I'Europe sous forme de présents exotiques: le
roi d'Espagne en envoie au pape a Rome, qui en offre a 'ambassadeur aupres du Saint-Sicge a
Mons, et ce dernier a un botaniste a Vienne. Les pommes de terre, qui étaient déja cultivées a

Londres en 1597, gagnérent la France et les Pays-Bas peu de temps apres.

Mais une fois que Solanum tuberosum eut droit de cité dans les jardins botaniques, elle suscita
moins d'intérét. Si l'aristocratie européenne trouvait ses fleurs admirables, elle jugeait les

tubercules tout juste bons pour les cochons et les indigents. Les paysans superstitieux les
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tenaient pour vénéneux. Mais l'« eére des découvertes » avait commencé en Europe, et les
marins furent parmi les premiers a apprécier la pomme de terre, qu'ils emportérent pour se
nourrir en mer. C'est grace a eux qu'elle parvint en Inde, en Chine et au Japon au début du

XVlIléme siecle.

La pomme de terre fut particuliérement bien accueillie en Irlande, la fraicheur du climat et les
sols humides se révélant propices a sa culture. Lorsqu'ils émigrérent aux Etats-Unis au début
du XVIlIléme siecle, les Irlandais apporterent le tubercule, qui fut dénommé « pomme de terre

irlandaise ».

La propagation de la pomme de terre en tant que culture vivriere dans I'hémisphere Nord fut
retardée par le poids des habitudes alimentaires mais aussi parce que qu'elle relevait du défi:
comment une plante cultivée depuis des millénaires dans les Andes pouvait-elle s'adapter a un
climat tempéré? Une infime partie seulement de son riche réservoir de geénes avait quitté
I'Amérique du Sud et il fallut attendre 150 ans pour qu'apparaissent des variétés adaptées aux

longs jours d'été.

Ces variétés firent irruption a un moment critique. Dans les années 1770, la majeure partie de
I'Europe continentale étant dévastée par la famine, l'importance de la pomme de terre pour la
sécurité alimentaire devint une évidence. Le roi de Prusse, Frédéric le Grand, ordonna a ses
sujets de s'adonner a sa culture pour compenser les mauvaises récoltes de céréales, tandis que
le scientifique francgais Parmentier parvenait a prouver qu'elle était « comestible ». (A peu
pres a la méme époque, de l'autre coté de 1'Atlantique, le président nord-américain Thomas

Jefferson faisait découvrir les frites a ses invités a la Maison-Blanche.)

Apres quelque hésitation, les agriculteurs d'Europe, y compris en Russie, ou la pomme de
terre était affublée du nom de « pomme du diable », commencerent a la cultiver a grande
échelle. Aprés avoir constitué la réserve alimentaire de 1'Europe durant les guerres
napoléoniennes, en 1815 la pomme de terre était devenue une culture de base dans le nord de
I'Europe. A la méme époque, au Royaume-Uni, la révolution industrielle transformait la
société rurale, poussant des millions de paysans a venir grossir la population des villes. Dans
les nouveaux centres urbains, la pomme de terre devint le premier aliment moderne facile a
utiliser: énergétique, nourrissante, facile a cultiver sur de petites parcelles, bon marché et

facile a cuisiner a peu de frais.
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L'augmentation de la consommation de pommes de terre au XIXéme siecle aurait contribué
au recul du scorbut et de la rougeole, a l'accroissement du taux de natalit¢ et a 1'explosion

démographique en Europe, aux Etats-Unis et dans 'Empire britannique.

1.2-Multiplication in vitro

I1.2.1.-Historique :

Les premicres tentatives pour maintenir en suivie des organes vivant isolés datent plus
130 ans; il s’agissant alors de conserver vivants des fragments de queue de tétards de
grenouilles.....

Les premiers pas de la culture in vitro proprement dite sont dus a un allemand, G,
Haberlandt, au début de siecle (1902). Il obtint ainsi, sur un milieu de Knop amélioré, la
survie durant plusieurs mois de petits amas cellulaire (poils staminaux ou glanduleux ou des
fragments d’épiderme). Mais il n’y avait pas de multiplications cellulaires, et finalement,
I’équipe d’harberland resta sur un échec. Ce furent les cultures de tissus animaux qui prirent
le relais, et en 1912 Alexis Carrel, réussissait la culture indéfinie de cellules de ccoeur
d’embryon de poulet par repiquage successif.

I1 fallut attendre 1922 pour que de nouveaux espoirs apparaissent pour la culture de
tissus végétaux.

Mais c’est en 1939 qu’il publie ses premiers résultats sur la culture indéfinie de tissus
de carotte. Nobecourt sur le méme matériel, et White aux Etats Unis sur des tissus de tabac
tumoral, publient, la méme année, des résultats analogues. La culture in vitro de tissus
végétaux a vraiment vu le jour a partir de ce moment la.

En 1949 LIMASSET et COURNUET publiaient leurs observations sur 1’absence de
virus dans les méristémes de tabac virosé. G.Morel et C.Martin mirent a profit ces
observations et entreprirent de mettre en culture in vitro des méristétmes de Dahlia et de
pomme de terre atteints de maladies a virus. A partir de ces méristémes, ils obtinrent in vitro
des plantes enti¢res qui furent remises en culture normale et se révélérent saines au controle.

Apres avoir distancé, jusqu’en 1934, la culture des tissus végétaux, la culture de tissus
animaux n’a pas fait par la suite de progrés spectaculaires. Par contre la culture in vitro de
cellules ou de tissus ou d’organes de plantes a littéralement explosé¢ dans tous les sens (Auge
et al., 1986)

En 1955, la découverte de la kénétine, substance douée d’une puissante activité

calogéne, puis d’autres cytokinines ont permis de provoquer presque a volonté la
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néoformation de bourgeons adventifs ; Cette multiplication végétative in vitro fut enfin
facilitée par la mise au point a partir de 1962 de solutions minérales particulierement

appropriées (Margara, 1984).

1.2.2-Biotechnologie et amélioration de la pomme de terre :

La multiplication végétative est un mode de reproduction qui se déroule en dehors des
phénomenes de sexualité et qui permet la propagation d’individus génétiquement identiques
(Robert et al., 1998). Ce phénomene ne fait pas intervenir la méiose, mais un autre processus
trés strict de division cellulaire, sans remaniement du nombre de chromosomes : la mitose
(Maarouf, 2000). La multiplication végétative s’effectue naturellement et artificiellement
(Camble et Reec, 2004). La pomme de terre est une plante modele pour ’application des

cultures in vitro et de toutes les techniques qui en découlent.

1.2.3- Définition Culture des tissus in vitro :

La multiplication in vitro est un mode de reproduction asexué¢ (reproduction végétative
artificielle) (BOCCON-GIBBOD, 1989).

Le terme de culture in vitro est appliqué a toute culture sous verre (tube, bocal, etc...) en
milieu aseptique. Le principe général consiste a prélever un fragment de tissu végétal, a le
placer sur un milieu nutritif et provoquer grace a un €quilibre adéquat des ¢léments de culture
le développement d’une plantule. L’ensemble des opérations qui se déroulent en condition
stériles est suivi d’une acclimatation sur un milieu appropri¢ (BOUTHERIN et BRON,
2002).

II. 2.4. Le milieu de culture :

Un milieu de culture est une solution aqueuse comprenant des sels minéraux, des éléments
organique (sucres, vitamines, acide aminée) et éventuellement des phytohormones ou
régulateurs de croissance. Cette solution aqueuse est la plupart du temps solidifiée par une

substance extraite des algues : agar-agar ou gélose (AUGE, 1989 ; TEOULE, 1993).
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1.2.5- technique de la culture in vitro :
La micropropagation :

La micro- propagation in vitro apporte un progres considérable par rapport aux
méthodes traditionnelles avec un taux de multiplication de 100 a 1000 fois plus élevé
(Ochatte, 2005). Cette technique permet la multiplication végétative de plusieurs plantes
alimentaires, médicinales, horticoles (Bretaudeau, 2006).

La micropropagation consiste en une prolifération des bourgeons axillaires
préexistants sur 1’explant mére. Ceci offre une grande garantie de conformité génétique et une
bonne stabilité des caractéres au cours des repiquages successifs (Zryd, 1988). Elle est ainsi
employée pour la production de pomme de terre de semence et pour la collection et la
distribution du germoplasme dans le monde entier. A cette fin, des vitro plants indemnes de
virus sont utilisés comme produit de départ.

L’analyse moléculaire des vitro plants propagés a prouvé que la micro propagation donne des
vitro plants génétiquement stables (Potter et Jones, 1991).

Les vitro plants de pomme de terre n’exigent pas d’hormones exogenes pour
s’enraciner. En fait ils peuvent étre propagés sur un milieu simple (Vinterhalter ez al., 1997).
La micro propagation in vitro est plus ou moins utilisée dans la production de plantes
conformes pour les premiéres générations de multiplication. Selon LE (2001) pour produire

des plantes génétiquement modifiées, la régénération doit donner des plantes conformes.
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Figure 2 : Micropropagation et microtubérisation de la pomme de terre par culture in vitro
(d’aprées Ambroise, 2002 ; Haicour, 2002).

15



Chapitre | recherche bibliographique

Régulateurs de croissance :

a- gibbérellines : Acide gibbérellique retarde la formation des tubercules et stimule
I’¢longation des stolons (Vreugdenhil et Struik, 1989). Okazawa (1967) a observé que le
niveau de cette hormone diminue juste avant la tubérisation.

b-cytokinines : Les cytokinines exogenes stimulent le processus de microtubérisation (Lian et
al., 1998) et a leur téte la BAP (Donnelly et al, 2003).

Selon LIAN et al (1998) des meilleurs résultats ont été obtenu en présence de BAP et de
CCC. En outre PALMER et SMITH (1969) ont montré que les Cytokinines tel que la
Kinétine et la BA stimulent la formation des tubercules.

c- auxines : Obata et al (1979) ont observé un niveau d’auxines tres ¢élevé dans les pointes
des stolons pendant les premiers temps de formation des tubercules et il diminue quand les
tubercules grandissent.

d- acide abscissique : Kraus et Marschner (1998) ont suggéré que ’ABA peut inhiber
I’effet de gibbérelline.

e- éthyléne : L’¢éthyléne inhibe 1’¢longation du stolon (Vreugdenhil et Struik, 1989) et
produit des tubercules morphologiquement incomplets et qui ne 34 contiennent pas d’amidon
(Catchpole et Hillman, 1969). Cependant les traitements avec 1’éthyléne exogeéne sont
utilisés pour stimuler la germination des microtubercules en stade de dormance (Suttle,
1998).

f- acide jasmonique : Dans des études récentes de (Pruski et al., 2002), I’utilisation de
I’acide jasmonique a une concentration de moins de Spm donnent un meilleur développement

de racines et des tiges.
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1.2.6- Variation somaclonale

D’aprés Nowbuth ez al., (2005) on appelle variation somaclonale des modifications du

phénotype des plantes qui apparaissent le plus souvent lors de la régénération de nouvelles
plantules a partir de tissus déja différencies.
Larkin et Scowcroft (1981) ont montré, a I’issue d’un travail de recherche, qu’il pouvait étre
trés intéressant d’exploiter la variabilité génétique induite par certaines cultures in vitro, dans
le but de création variétale. Ils s’appuyaient sur quelques exemples modéles comme celui de
la pomme de terre et de la canne a sucre ou ils ont contribué¢ a faire adopter le terme de
variation somaclonale, désignant toute variation génétique induite par le seul fait de cultiver
des tissus, des cellules, ou des organes qui ont pour objectif 1’établissement de cellules
dédifférenciées sous des conditions de cultures in vitro définies (Wenzel, 1994, Snyder et
Belknap 1993) ; ont observé que les plantes de pomme de terre régénérées présentent un
faible niveau de variation somaclonale comparée avec celles dérivées des protoplastes.

Lors de la régénération de plant a partir de tissu in vitro, de nouveaux phénotype

peuvent apparaitre : ce phénoméne appel variation soma-clonal. Elle est utilisable dans un
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programme d’amélioration génétique si le caractére nouveau héritable ; dans le cas de la
pomme de terre il suffit qu’il soit transmissible et stable par multiplication végétatif. Cette
méthode peut étre intéressant aux parasite s’il possible de faire un tri in vitro par exemple
avec le filtra cellulaire d’un champignon comme phytophtora infestas ou fusarium sp A
I’heure actuelle, seule des résultats préliminaires ont été menées (Cassells et al. 1991 ;
Tompson et al, 1986). Le probléme rencontré est souvent celui de la cible puisque
I’apparition d’un caractére utile est un événement rare et que 1’on constate ’apparition de

caractére défavorable.
I.2.7-Transformation génétique :

La pomme de terre est souvent pris comme plant modele pour les recherches sur la
transformation génétique est de nombreux travaux portent sur cette technique (Concilio et ai.,
1990 ; Wastie et al., 1993). La transformation et la plus souvent, obtenue par I’intermédiaire
du vecteur Agrobactérium tumefaciens ou rhizogenes. Des essais ont également été fait
électrolocation. Les caracteres visés sont de type mono-génique. Les premicres tentatives ont
porté sur la résistance aux antibiotiques comme caractére marqueur. Ensuit, des plantes
transformées ont été obtenues qui présentent des résistance ou virus X, Y ou enroulement par
incorporation du geéne de la protéine capside ou géne induisant des erreurs dans la réplication,
des résistances aux insectes grace au gene de la toxine de Bacillus thuringiensis, une
résistance a Erwinia carotovora par incorporation d’un lysozyme de bactériophage. Des
travaux sont encours qui concernent les qualités biochimique du tubercule (type d’amidon,
composition en acide aminés). Les résultats scientifique de tous ces travaux sont tres
intéressent, toutefois le probleme de I’utilisation pratique se pose : il est lie, d’'une part, a la
réglementation tres restrictive sur la multiplication des organismes génétiquement modifier
hord des environnements confiées et, d’autre part, aux regle juridique et commerciale de
protection des obtentions végétale. Les essais en vraie grandeur sont de ce fait exceptionnels

cela devrait évoluer rapidement.

1.2.8-Les avantages de la culture in vitro de la pomme de terre :

La production de vitro tubercules pouvait se substituer a la méthode actuelle du micro

bouturage avec les avantages suivants :
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» Possibilité des les stokers au froid pendant une longue durée et de cette fagon la
conservation des génotypes et réaliser ainsi des plantations déphasées soit sous
abris ou en plein champ.

* Possibilit¢ de pouvoir les planter mécaniquement en plein champ (semoir de
précision a pois chiche), et possibilité d’enrobage (régulateurs de croissance,
engrais et produits phytosanitaires)

» Facilité de leur transport d’une région ou d’un pays a I’autre, particulicrement les
pays souvent tres ¢loignés demandeurs de plants de trés haute qualité.

* Production d’un tel matériel exigeant moins de moyens matériels en infrastructures
donc en principe moins onéreuse.

* Production et disponibilité des microtubercules a n’importe quelle époque de
I’année.

+ IIs peuvent étre directement semés dans le sol.

* Probléme de transmission de maladies écarté (en partie) vu que cette technique
permet ’amélioration de I’état sanitaire du matériel végétal utilisé.

* Les microtubercules présentent 1’avantage de pouvoir étre fabriqués a contre

saison par rapport aux boutures. (Ould Ramoul, 1997).

1.2.9-Inconvénients

Cette technique présente cependant, certaines limites, a savoir :

La petite taille et I’origine du tubercule conférent a ce dernier une fragilité et une
sensibilité accrues aux attaques extérieures.

La levée de dormance est assez lente et irrégulicre.

Le ratio < nombre de microtubercules / nombre de boutures >> est relativement faible
et mérite d’étre augmenté.

L’exigence d’une main d’ceuvre qualifiée pour les repiquages axéniques et pour la

récolte (Deza, 1991).
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% Objectif et lieu de stage

Notre expérimentation s’est déroulée au niveau de laboratoire de la division
Biotechnologies et Amélioration des Plantes de I’Institut National de la Recherche
Agronomique d’Algérie (INRAA) a la station expérimentale Mehdi Boualem de
BARAKI

L’objectif de ce travail est I’initiation de la calogeénes par I'utilisation de la variation

soma-clonale (Obtention de cals).

I1.1.Matériel

I1.1.1.Matériel non biologique

Le matériel utilis¢ au laboratoire (I’appareillage, la verrerie et les milieux de culture) est

mentionné en Annexe 01.

I1.1.2.Matériel Végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué de vitro plants de pomme de terre des 02 variétés
testés, a savoir Spunta et Désiré, nous ont été fournis par le laboratoire de production de
semences et d’amélioration de la pomme de terre de Tiaret (INRAA).

Les vitro-plants sont placés dans une chambre de culture a une température de 25+ /- 2 °C et

une photopériode de 16 h lumiére / 8 h Obscurité.

Figure 05 : vitro plante de pomme de terre (spunta, Désiré)
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11.2.Méthodes

II.2.1.Milieux culture :

Nous avons utilis¢ le milieu (MURASHIGE et SKOOG, 1962). Composé de;
Macroé¢léments, micro-¢lément, sucre saccharose, les régulateurs de croissance, 1’eau.(voir

Annexe )
I1.2.1.1. Milieux de culture de micropropagation

+ Milieu a base de produits chimiques

Le milieu de base MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962).

Ce milieu est utilisé pour I’obtention des cals sur les 02 variétés de pomme de terre
Les constituants principaux de ce milieu sont I'eau ionisée et les sels minéraux qui se
répartissent en deux groupes, les macroé¢léments (N, P, K, S, Mg, Ca) et micro-
¢léments (Fe, B, Mn, Zn, Cu, N, Co, Mo, I). La source de carbone est le saccharose.

Le milieu est solidifié¢ avec de I’agar.
a- Préparation de la solution mére de macroéléments

Pour la préparation de la solution mere de macroéléments, les différentes macros éléments
(A)...voir annexe (3) constitués de sels sont dissoutes dans 600 ml d’eau distillée en chauffant
légérement en cas de nécessité. La solution obtenue est transvasée dans un flacon et ajustée a

01 litre avec de I’eau distillée puis conservée au réfrigérateur.
b- Préparation de la solution mére de micro-éléments

Pour I’obtention de la solution meére de microéléments, les différents micro élements (B)
constitués des oligo¢léments sont dissout dans 600 ml d’eau distillée en chauffant 1égérement
si c’est nécessaire Concernant le cuivre ( Cu) , le cobalt (Co), 10 mg de chaque élément est
dissout dans 10 ml d'eau distillée et 2,5 ml de chaque solution est ajouté avec les autres

¢léments préalablement dissout.
La solution finale est ajusté a un (01) litre et puis conservé au réfrigérateur.
c- Préparation de la solution mere des hormones

Les régulateurs de croissance choisis sont pesés et dissout dans quelques gouttes (2 ml

solvants appropriés).
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La solution est transférée dans un flacon de 100 ml et compléteé a 100 ml avec 1’eau distillée

puis la rangée au réfrigérateur.

e Préparation du milieu MS (Murashige et Skoug, 1962)

Le milieu de culture MS est préparé dans un bécher de 1 litre en agitation continue contenant
500 ml d’eau distillée el les différents éléments suivants :

- 40 ml de macro-éléments.

* 10 ml de micro-¢éléments.

- 10 ml de fer.

- 10 ml d’acides aminés et vitamines.

- 100 mg de myo-inositol.

Le pH du milieu est ajusté a 5,7

Le milieu contenu dans un ballon est complété avec de 1’eau distillée a 1 litre ,ensuite déposé
sur une plaque chauffante en agitation continue en ajoutant 30 g/l de saccharose ensuite 8 g/l
d’agar (pour solidifier le milieu de culture), le tout est porté a ébullition jusqu'a dissolution de
toutes les particules d’agar.

Au cours de cette expérimentation, deux (02) milieux de base MS (Murashige et Skoog, 1962)
a savoir MS1 et MS2. Ont été utilisé, Le milieu MS2 est additionné de différentes
concentrations de 2,4D en plus du NAA et BAP. Le milieu MS1 est additionné de différentes

concentrations de 2,4D en plus de la kinetine. (Tableau 3).
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Tableau 3 : compositions de milieu MS I et MS 11 :

Milieu de base | Auxine Auxine Cytokinine Cytokinine
MS

Concentrations | NAA mg BAP mg Kinetine
de 2,4D mg

MSI 0 0.0 0.25 mg
1 0.4
2 0.8
3 1.2
4 1.6
0 0.0 1 mg 0.5 mg

MSII 1 0.4
2 0.8
3 1.2
4 1.6

I1.2.2. Stérilisation

11.2.2.1. Stérilisation du milieu de culture

Les milieux MS1 et MS2 avec les différentes concentrations d’hormones sont ajustés a un pH
5.7 .et mis a stériliser dans un autoclave a 120°C et une pression de 1 bar pendant 20 min. La
technique de culture in vitro exige cette température afin de s’assurer de la destruction des
bactéries. Apres 1’autoclavage, les milieux stériles sont répartis dans des boites de pétri

stérile.
11.2.2.2. La Stérilisation des instruments

Tous les instruments métalliques (pinces, scalpels, bistouris) sont mis dans I’étuve a une
température de 170° a 180° C pendant 1 heures, L utilisation de ces instruments se fait sous
une hotte stérile. Avant et aprés chaque manipulation, les instruments sont stérilisées a 1’aide

d’un stérilisateur a billes.
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I1.2.2.3. Stérilisation des explants de pomme de terre :

Les cultures de tissus végétaux se heurtent a des problémes de brunissement a cause des
contaminations par divers agents (bactéries, champignons ...) ce qui exige 1’utilisation de

solutions stérilisantes telles que le chlorure de sodium et I’éthanol a 70%.

e Les plants de pomme de terre issus in vitro sont coupés a leur base pour les débarrasser de
leurs racines. Les explants utilisés dans I’expérimentation sont : les apex ; feuilles, entre
nceuds et nceuds.

e La stérilisation de ces explants se fait selon le protocole suivant :

* Les explants sont mis dans une solution d’hypochlorite de sodium a 1% pendant 15

minutes ;
» Ils sont rincés avec I’eau distillée stérile 3 a 4 fois pendant 5 minutes chacune

» les explants sont déposés sur papiers stérile pour assécher les explants et sont enfin

mis en culture dans des boites de pétri contenant le milieu de culture.
I1.3.Mise en culture
11.3.1.Zone du travail

Pour réussir la culture in vitro il est nécessaire de respecter les conditions d’asepsie totale, de
ce fait toutes les manipulations seront réalisées sous hotte a flux d’air laminaire stérile, avec

cependant quelques précautions a respecter (Fig. 07), a savoir :
* Allumage de la hotte, au moins une demi-heure avant chaque manipulation.

» Nettoyage de la hotte avec de I’éthanol (90°), sans oublier de vaporiser a 1’alcool
tous les instruments nécessaires au travail pendant toute la durée des

manipulations.

* Les instruments de travail (scalpels et pinces) stérilisés dans une étuve sont mis
dans un stérilisateur a billes a 250 °C pendant 02 min et déposés sur un support
métallique stérile. (il faut toujours doubler les instruments de travail, pour

permettre le refroidissement de I’un tandis que I’autre est en usage.).
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» Tous les instruments de travail doivent étre a la portée du manipulateur de fagon a
faire le minimum de gestes a faire au cours de la manipulation (de grands

mouvements entrainent des déplacements d'air donc des risques de contamination).
* Les mains doivent étre lavées et stérilisées a 1’alcool

* Les instruments stérilisés doivent étre disposés de fagon a les avoir dans une aire

stérile.
*  Ne pas toucher avec les doigts les ouvertures instruments et les explants.

. Pour la respiration, se munir d'un masque qui permet de rejeter 1'air expiré vers

'arriére.

Figure 07 : Organisation du plan de travail
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I1.4- Mise en culture des explants a partir des vitro plants :

Les vitro plants de pomme de terre sont extrait du milieu de croissance pour utiliser les

différents explants des plants.

Les cals sont initiées a partir de différents explants a savoir I’ Apex, nceuds, entre nceuds et les

feuilles. Les explants sont stérilisés selon la méthode mentionnée ci-dessus.

Les explants sont mis en culture sur les différents milieux. Les explants sont repiqués dans un

milieu frais chaque 02 semaines.
IL.S5. Incubation des explants

L’Incubation se fait dans une chambre a culture bien éclairé pour assure, la photosynthese au
cours de toute la période d’incubation et chaque 15 jours, nous multiplions le nombre des

calls par d’autre repiquage.
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Fig. 08 : Organisation du plant de travailles

Protocole de travaille

(spunta, Désir¢)

Préparation des explants

Senbidoy

Milieux de culture

N

Milieux MS1 + 2.4 D

<>

Obtention des cals

o3enbidoy

Préparation des explants
(spunta, Désir¢)

Senbidoy

Milieux MS2 (NAA+BPA)
+24D

Multiplication des cals méme concentration
hormonal 2.4.D et le méme milieu.
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I1I- Résultats

III-1- Initiation des cals.

Le but de cette étape est I’induction des cals sur les différents explants de 02 variétés de pomme de
terre a savoir la Spunta et la Disiréé.cal cultivar. Les explants testés sont les apex (A), feuilles (F),

nceuds (N) et entre nceuds (EN).

I11-2-Effet du milieu MSI sur la formation de cals de 02 variétés Spunta et Désiré.

Tableau IV : le pourcentage des cals obtenues dans le milieu MS 1.

Concentrations Variété Spunta Variété Désiré Pourcentage %
2,4D mg/L desséchement
/contamination
Nombre | Nombre | % de | Nombre Nombre | % de Spunta | Désiré
D’explants | de cals cals | D’explants | de cals | cals

A 10 4 40 10 5 50 60 50

F 20 10 50 20 6 30 50 70
0 0.0 N 15 9 60 15 10 66,66 | 40 33.34

EN 20 7 35 20 6 30 65 70

A 10 5 50 10 6 60 50 40

1 0.4 F 20 9 45 20 4 20 55 80
N 15 9 60 15 10 66.66 | 40 33.34

EN 20 13 65 20 8 40 35 65

0.8 A 10 3 30 10 8 80 70 20

2 F 20 4 20 20 4 20 80 80

N 15 5 33 .33 15 12 80 66.67 | 20

EN 20 12 60 20 10 50 40 50

10 2 20 10 8 80 80 20

3 12 F 20 9 45 20 4 20 55 80

15 5 33.33 15 15 100 |66.67 |0
EN 20 20 100 20 12 60 0 40
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A 10 4 40 10 9 90 60 10
4 1.6 F 20 0 0 20 5 25 100 75

N 15 5 33.33 15 15 100 | 66.67 |0

EN 20 9 45 20 14 70 55 30

Le tableau IV montre que les différents explants mis en culture sur le milieu MS1 avec 04
concentrations de 2,4D et pour les 02 variétés (Spunta et Disiré) ne réagissent pas tous de la méme
maniere. Le pourcentage de cals obtenu varie entre 0 et 100%. En fonction de la concentration de
2,4D et le type d’explant utilisé, nous remarquons que le taux des cals est plus élevé avec les nceuds
et les entre nceuds en comparaison avec les feuilles et les apex pour la variété Spunta.
Contrairement, pour la variété Désiré, le taux de cals obtenu varie entre 20 et 100%. Le pourcentage
de calogenes le plus ¢€levé est obtenu avec les nceuds sur le milieu MS1-[4] et MSI-[5] et les apex
avec un taux variant de 50 a 90%. Concernant les apex, plus la concentration de 2,4D augmente
plus le nombre de cals obtenu augmente.

Pour les concentrations du 2,4 D dans le milieu, nous remarquons que le pourcentage des cals
obtenu augmente en augmentant la concentration de 2,4D pour la variété Spunta, a I’exception des
nceuds avec une concentration de [4] 1.6 mg/L, ayant donné 33.33% et les feuilles et les entre
nceuds dont le pourcentage de cals est respectivement de 0 % et 45 % pour une concentration de
2,4D de [4] 1.6 mg/L chez la variét¢ Spunta. Pour la variét¢ Désire, le nombre de cals est
proportionnel a la concentration de 2,4 D, a I’exception des feuilles ou le milieu MS1 a donné 30 %

de cals alors que le milieu MS2, le pourcentage de cals est de 20% en utilisant les feuilles.

L’utilisation des apex, comme explant, pour induire des cals a montré que le taux de calogénes est
compris entre 20 et 50% pour la variété Spunta et de 50 a 90% pour la variété Désiré. Le
pourcentage des cals pour la variété Spunta ne dépend pas de la concentration de 2,4D appliquée ;
contrairement pour la variété Désiré ou le pourcentage de cals augmente en augmentant la

concentration de 2,4D.

L’obtention des cals a partir des feuilles a montré que le taux de cals obtenu varie entre 0 et 50%
chez la variété Spunta alors que chez la variété Désiré, le taux de cals est compris entre 20 et 30%.

L’application des 05 concentrations de 2,4 D n’affecte pas la formation de cals chez les 02 variétés.

Les nceuds pour I’induction des cals ont montré une différence dans le pourcentage ; chez la variété

Spunta, le pourcentage obtenu varie entre 33,33 et 60% alors que chez la variété Désiré , le taux est
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entre 66,66 et 100%. Concernant les 05 concentrations de 2,4D utilisés, pour la variété spunta il
n’existe pas de corrélation entre les doses testés et le taux de cals formés. Au contraire, chez la

variété Désiré, le pourcentage de cals est en croissance quand la concentration de 2,4D augmente.

Avec les entre - nceud utilisés comme explants chez la variété Spunta , le pourcentage de cals est
compris entre 35 % et 100% en montrant qu’il n’y a pas de corrélation entre les concentration de
I’hormone testés et le taux de production de cals. Chez la variété Désiré, le taux de cals formé est
entre 30 et 70%. A I’opposé de la variété Spunta , le pourcentage de cals est en augmentation

quand la concentration de 2,4D augmente chez la variété¢ Désiré.

IT1-3-Effet du milieu MSII sur la formation de cals de 02 variétés Spunta et Désiré

Tableau V : le pourcentage des cals obtenues dans le milieu MS II (spunta/ désiré)

Concentrations Variété Spunta Variété Désiré %
2,4D desséchement
/contamination
Nombre | Nombre | % de | Nombre Nombre | % de spunta | Désiré
D’explants | de cals cals | D’explants | de cals | cals

A 10 4 40 10 6 60 60 40

F 20 5 25 20 5 25 75 75
0 00 | N 15 10 66.66 15 10 66,66 | 33.34 | 33.34

EN 20 12 60 20 15 75 40 25

A 10 6 60 10 7 70 40 30

1 0.4 F 20 11 50 20 5 25 50 75

N 15 10 66.66 15 12 80 33.34 | 20

EN 20 12 60 20 16 80 40 20

A 10 10 100 10 8 80 0 20

2 08 F 20 12 60 20 6 30 40 70
N 15 14 93,33 15 13 86.66 | 6.67 | 13.34

EN 20 13 65 20 18 90 35 10

A 10 4 40 10 9 90 60 10

3 12 F 20 0 0 20 10 50 100 50

N 15 15 100 15 14 9333 |0 6.67
EN 20 20 100 20 19 95 0 5
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A 10 10 100 10 10 100 |0 0
4 1.6 F 20 12 60 20 11 55 40 45

N 15 7 46.66 15 15 100 |53.33 |0

EN 20 15 75 20 20 100 | 25 0

Concernant les apex, le taux de la callogénése varie entre 40 et 100% pour la variété Spunta alors
que pour la variété Désiré , il est entre 60 et 100%. Le pourcentage des cals pour les deux variétés
augmente en fonction de la dose de 2,4D appliquée ; plus la dose de 2,4D augmente plus le taux de
cals augmente a I’exception du milieu MSII avec une dose de 4 mg/ml.

L’utilisation des feuilles comme explant pour la formation de cals a montré que pour la variété
Spunta, le taux de callogénese varie entre 0 a 60% alors que pour la variété Désré, le pourcentage de
cals obtenu varie entre 25 et 55%. Ce taux augmente aussi avec la croissance de la dose de 2,4D a
I’exception du milieu MSII avec une dose de de 4 mg/ml qui n’a pas donné aucune cal.

Avec les nceuds utilisés comme explants chez les variétés Spunta et Désiré, le pourcentage de cals
est compris entre 66,66 % et 100% pour les deux variétés.

Les entre nceuds, comme explants pour induire les cals, ont montré un pourcentage compris entre
60 et 100% chez la variété Spunta et de 75 a 100% chez la variété Désiré. En plus, pour 02 variété
,le taux de cals augmente en augmentant la concentration de 2,4D a I’exception du milieu MSII
avec une dose de 4 mg/ml ou un taux de 100% est enregistré alors qu’avec une dose de 5 mg le
taux est de 75% seulement concernant la variété Spunta.

Les quatre types d’explants de pomme de terre Apex, feuilles, entre nceuds et noeuds montrent une
capacité a former les cals et ont réagi positivement sur les deux milieux MS1 enrichi par 2.5 mg/L
de la kinétine et MS2 contenant en plus NAA et BPA contenant différentes concentration de 2,4D

avec les 02 variétés de pomme de terre.

Cependant les nceuds et les entre nceuds ont produit un nombre plus important de cals par rapport
aux feuilles et aux apex qui ont montré leur difficulté a produire une grande quantit¢ de cals en
comparaison avec les autres explants pour la variété Spunta. Cependant, la variété Disirée, en plus

des nceuds et les entre nceuds, les apex ont montré aussi une grande capacité de produire des cals.

Le pourcentage de callogenése formés pour les 02 variétés (Spunta et Disiré¢) de pomme de terre sur
le milieu MSII varie d’un type d’explant a ’autre. Le plus faible pourcentage variant de 0 a 55%

est obtenu avec les feuilles contrairement aux nceuds et entre nceuds qui ont formé respectivement

66.65% a 100 % et 75% a 100%.
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I11.4 - La comparaison entre les deux milieux MS I et MS 11

Tableau VI : comparaison entre les deux milieux (spunta/désiré)

Variété Spunta Variété Disiré

Concentration | MSIen MSII en MS1en MSII
2,4D mg/L présence | présence | présence | en présence
dela de NAA dela de NAA et

kénitine et BAP kénitine BAP

0 0.0 46,25 4791 44,16 56,66

1 | 04 55 59,16 | 46,66 63,75

2 0.8 35,83 79,58 57.5 71,66

3 1.2 50 60 65 82,08

4 1.6 294 83,75 71.25 88,75

La comparaison des deux milieux sur les deux variétés Spunta et Désiré a montré que le milieu
MSII montre une grande capacité a former des cals par rapport au milieu MSI. En plus, la présence
de 2,4D dans le milieu favorise I’induction de la callogénese. En plus dans les deux milieux et pour
les deux variétés plus on augmente la concentration de I’hormone 2,4D plus le pourcentage de cals
augmente sauf dans le cas de la concentration 4 a 1.6 mg/L si possible une contamination . Nous
constatons aussi que le nombre des cals obtenues (%) en milieu MS I est plus faible par rapport au

milieu MSII contenant les régulateurs de croissances BAP et NAA.

34



CHAPITRE II1 Résultats et discussion

II1- 5-Effet des deux variétésSpunta et Désiré sur la formation de cals sur le MSI et MSII

Tableau VII : comparaison entre les deux variétés (spunta/désiré) :

Variétés MSI MS 11
(%) (%)

Spunta 43,29 | 66,08

Désiré 56,91 72,58

Les deux variétés a savoir la variété Spunta et Désiré ont montré une aptitude a produire des cals sur
les deux milieux (MSI et MSII). Cependant, nous remarquons que la variété Désiré a donné un
pourcentage plus élevé de cals avec 56,91% de cals sur le milieu MSI et 72,58% sur le milieu MSII

alors que la variété Spunta a formé respectivement 42,08 % et 63,39% sur les milieux MSI et MSII.

I11.6-Effet des différents explants sur la formation de cals sur le MSI et MSII et sur les deux
variétés Spunta et Désiré.

Tableau VIII : I’effet des explants sur la formation des cals :

Spunta Désiré
Explants MSI MSII MSI MSII
A 36 68 72 80
F 32 39 23 37
N 43,99 85,33 82,66 85,33
EN 61 72 50 88

Dans le tableau VIII, nous avons comparé la capacité des différents explants utilisés, a savoir les
apex, les feuilles, les nceuds et les entre-nceuds, a former des cals. Tous les explants ont présenté la
capacité de produire des cals mais a des taux différents en fonction de I’explant, du milieu et de la
variété. A noter, que les résultats obtenus dans la comparaison des milieux MSI et MSII présenté
dans le tableau s’est faite sans prendre en considération 1’effet de la concentration de 2,4D.
Concernant les apex, le pourcentage de callogénése est, chez la variét¢ Spunta , de 36% sur le
milieux MSI et de 68% sur le milieu MSII alors que le taux ,chez la variété Désiré, est de 72% sur
le mlieu MSI et de 80% sur le milieu MSIL

Pour les feuilles, le pourcentage de cals obtenu chez la variété punta est de 32% sur milieu MSI et
de 39% sur le milieu MSII ; Chez la variété Désiré , le taux de cals sur le milieu MSI est de 23% et

de 37% sur le milieu MSIL.
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Les nceuds ont montré une capacité de callogénese de 43,99% sur le milieu MSI et de 85,33% sur le
milieu MSII pour la variété Spunta. La variété Désiré a présenté un taux de 82,66% sur le milieu
MSI et de 85,33% sur le milieu MSII.

Les entre-nceuds ont présenté un pourcentage de cals sur le milieu MSI de 61% et de 72% sur le
milieu MSII pour le milieu Spunta alors que chez la variété Désiré le taux est de 50% sur le milieu

MSI et de 88% sur le milieu MSIL.

I1I -7-Effet des régulateurs de croissance sur la callogénes.

1I- 7-1- Effet du milieu MSI avec les différentes concentrations de 2.4D sur la formation de
cals sur les 2 variétés Spunta et Désiré

Tableau IX : I’effet des différentes concentrations de I’hormone 2.4D sur la formation des cals
dans le milieu MSI :

Variété Spunta Désiré

Concentrations
2,4D (mg/ 1)
T (0) 0.0 46,25 44,16
1 0.2 55 46,66
2 0.4 35,83 57,5
3 1.2 49,58 65
4 1.6 29,58 71,25

Le milieu MSI est additionné de 05 concentrations de 2,4D (0, 1, 2, 3 et 4 en présence de 0.1 mg
de NAA et 0.5 mg de BAP. La formation des cals ne correle pas avec I’augmentation de la
concentration de 2,4 D chez la variété Spunta. Pour cela, nous remarquons que avec Omg /1 de 2,4 D
(considéré comme témoin), le pourcentage de cals obtenu est de 46,25 % alors qu’avec une
concentration de 1.6 mg/l de 2,4D, le taux de callogénése n’acceéde pas les 29,58%. Contrairement a
la variété Désiré ou le pourcentage de cals augmente en augmentant la concentration de 2,4D. Sur le
milieu MS en absence de 2,4D (Témoin), le pourcentage de cals formé est de 44,16%, il est de
46,66% avec une concentration de 0.2mg/1 alors le pourcentage a atteint 71,25% en présence d’une
concentration de 1.6 mg/I de 2,4D.
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1I- 7-2- Effet du milieu MSII avec les différentes concentrations de 2.4D sur la formation de
cals sur les 2 variétés Spunta et Désiré

Tableau X : I’effet des différentes concentrations de I’hormone 2.4D sur la formation des cals
dans le milieu MSII :

Variété Spunta Désireé

Concentrations
2,4D (mg/ 1)

T (0) 0.0 47,91 56,66

1 0.2 59,1 63,75

2 0.4 79,58 71,66

3 1.2 60 82,08

4 1.6 83,75 88,75

Le milieu MSII est additionné de 05 concentrations de 2,4D (0, 1, 2, 3 et 4 mg/L) en présence de
0.25 mg de Kinetine. La capacité de la formation des cals croit avec 1’accroissement de la dose de
2,4D appliquée sur le milieu MSII chez les deux variétés a savoir la Spunta et la Désiré.
Cependant, la variété Désiré montre plus de capacité de produire des cals en comparaison avec la
variété Spunta. Par exemple, avec une dose de Omg/l , la variété désiré a produit 56,66% de cals
alors que la variété a produit 47,91 % de cals. Bien que, nous remarquons qu’avec la dose 3mg/1 de
2,4D fait I’exception, puisque la variété Spuntaa produit que 60% de cals en comparant avec une
dose de 2 mg/l et 4 mg/l de 2,4D qui ont respectivement formé 79,58 % et 83,75 %.
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Discussion

La méthode de la variation somaclonale est considérée comme un excellent supplément aux
méthodes conventionnelles dans 1’amélioration des plantes. Une autre source de création de la
variabilité chez les plantes est I’induction de mutation. Cette technique a été utilisée avec succes
dans I’amélioration du rendement, de la qualité, la résistance aux maladies et ravageurs chez les
plantes cultivées (Brar & Jain, 1998).

Une combinaison in vitro technologie et la mutagénese a été recommandé dans I’amélioration des
cultures a multiplication végétative comme par exemple la pomme de terre (Novaketal., 1992;

Maluszynskiet al., 1995).

Avant D’application de la mutation, il est important de maitriser I’étape de la production des cals.
Cependant, la formation des cals est tributaire de plusieurs facteurs dont les plus communs, sont les
génotypes (variétés), la source des explants, la période in vitro et les conditions de culture.

Dans le présent travail, les explants utilisés sont les apex, feuilles, entre-nceuds et les nceuds de deux
variétés de pomme de terre a savoir la Spunta et la Désiré. Tous les explants utilis¢ présentes une
aptitude a former des cals chez les deux variétés testées (Spunta et Désiré) mais a des taux
différents. L application de 05 concentrations de 2,4D (0, 1, 2, 3 et 4mg/L) avec la présence de 0,5
mg/l de BAP et 0,1 mg/l de NAA pour le premier milieu, et la présence de 0,25 mg/L de kinétine a
montré une corrélation entre I’augmentation de la dose de 2,4D et le taux de callogénése a quelques
exceptions.

En comparant les deux variétés, la réponse a la callogénése est differentes, puisque la variété Desire
a donné un taux plus élevé que la variété Spunta . Ceci montre que la variation somaclonale dépend
du génotype testé comme il a été décrit par Roestet al. (1981). Ils ont montré une variabilité de 43%
chez le cultivar de Begoniahiemalis et seulement de 7% chez les autres variétés. De méme,
I’incidence des différences dans la variation somaclonale chez la pomme de terre ont été observe ;
les variétés Russet et Burbank ont montré une variabilité €levé par rapport aux variétés Kennebec
and Superior (Rietveldet al., 1993).

L’application d’un traitement hormonale montre aussi un effet sur la formation des cals. Aussi,
Mangolin et al .(2002) ont montré une variabilité génétique dans la formation de cals chez
Cereusperuvianus avec une concentration de 4 mg/l de 2,4-D and 4mg/l ou 8 mg/l de kinétine.
Larkin (1987) a rapporté qu’une longue période d’incuabation in vitro des cals augmenterait la

variation somaclonale par rapport a I’exposition de cals pendant une période plus courte.

La culture de tissus est considéré comme une étape essentielle pour I’amélioration des plantes.
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Les hormones de croissance régulent les réponses chez les différents milieux. L’augmentation de la
concentration d’auxine dans le milieu avec de la cytokinine, augmente le pourcentage d’induction
de cals. Uniformément chez les trois variétés testées de pomme de terre (Diamand, Carinal et

Désiré) ( Irshadand al., 2010) .

Cependant, quand les concentrations de deux auxines spécialement le 2,4D et la NAA décroissent
en stabilisant la cytokinine (BAP), le pourcentage de I’induction des cals obtenu diminue et une
faible réponse a été obtenu, seulement 22% ont été observé chez la variété Diamant de pomme de
terre. Ces observations ont montré que la concentration de cytokinin, auxines controle en réalité la

division cellulaire ainsi la formation des cals (Irshadand al., 2010).
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Conclusion

Le milieu MSI est additionné de 05 concentrations de 2,4D (0, 1,2, 3 et4 mg/L) en
présence de 0.25 mg de Kinetine. La capacité de la formation des cals croit avec
I’accroissement de la dose de 2,4D appliquée sur le milieu MSI chez les deux variétés
a savoir la Spunta et la Désiré. Cependant, la variété Désiré montre plus de capacité
de produire des cals en comparaison avec la variété Spunta. Par exemple, avec une
dose de Omg/1, la variété désiré a produit 56,66% de cals alors que la variété a produit
47,91 % de cals. Bien que, nous remarquons qu’avec la dose 1.2mg/l de 2,4D fait
I’exception, puisque la variété Spunta a produit que 60% de cals en comparant avec
une dose de 0.4 mg/l et 1.6 mg/l de 2,4D qui ont respectivement formé 79,58 % et
83,75 %.

La capacité des différents explants utilisés, a savoir les apex, les feuilles, les nceuds et
les entre-nceuds, a former des cals. Tous les explants ont présenté la capacité¢ de
produire des cals mais a des taux différents en fonction de 1’explant. Concernant les
apex, le pourcentage de callogénese varie de 36% a 80% selon les variétés.

Pour les feuilles, le pourcentage de cals obtenu oscille entre 32% et de 39% pour la
variété Spunta et Désiré. variété Désire,.

Concernant, les nceuds ont montré une capacité¢ de callogénese allant de 43,99% a
85,33% sur le deux variétés Spunta et Désiré.

La variété Spunta ainsi que la variété Désiré ont présenté une capacité de callogénese,
par 'utilisation des entre-nceuds, variant entre 50% et 88%.

Il a été observé qu’il existe un grande différence, dans la capacité de former des cals,
chez les explants testés Les feuilles ont présenté le taux de callogénése le plus faible
alors que pour les autre explants ou la production de cals a atteint 88%. Il a été noté
que la différence dans le développement des cals par rapport aux différents explants
(Apex, feuilles, entre-nceuds et nceuds) chez la variété Diamont de la pomme de terre

n’était pas grande (Haqueand al., 2009)

En conclusion, ce présent travail est une étude préliminaire pour développer la
méthode de la variation somaclonale en étudiant d’autres parametres comme la taille
et le poids des cals , I’explant le plus approprié, la maitrise de la technique de
régénération et d’acclimatation ainsi que la recherche d’autres milieux de culture
permettant de produire un nombre le plus €levé de cals en fonction des variétés de

pomme de terre testés.



Conclusion

Toutes ces études pourraient étre utiles pour développer des protocoles adaptés pour

intégrer dans un schéma d’amélioration génétique de la pomme de terre.
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Annexes

Annexe I : : Le matériel utilisé en laboratoire
L’appareillage

Figure 09 : Autoclave Figure 10 : PH mitre

Figure 11 : Balance de précision Figure 12 : Plaque chauffante

Figure 13 : Etuve Figure 14 : Hotte a flux luminaire
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Figure 15 : Stérilisateur a billes

Figure 16 : Préparation de la solution finale du milieu de culture
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Annexe 02

Matériel Nécessaire

Pour le bon déroulement de 1’expérimentation ; il est nécessaire de se procurer le matériel
suivant :

- L’étuve

- La hotte

- L’autoclave

- Plaque chauffante

- Balance de précision

- Appareil de PH metre

- Solution de NaOH et HCI (1 fois normale)

- Pipettes graduées de 10 ml et 25 ml

- Béchers de 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml et 1000 ml
- Fioles de 100 ml, 250 ml, 500 ml et 1000 ml

- Erlénes de 200 ml

- Boites de Pétri en verre ou en plastiques stériles
- Un agitateur et un barau magnétique

- Des tubes en verre de 25 x 75 mm et de 25 x 150 mm
- Des bocaux en verre autoclavables

- Du coton hydrophile

- Papier filtre

- Parafilm

- Papier aluminium

- Grandes pinces en acier

- Spatules

- Scalpels et bistouris

- Boite pour rangement et stérilisation des outils
- Lampe a alcool

- Pissettes

- 2 Becs benzeénes

- Filtre micropore a 0,2 uym

- Appareil de filtration

- Alcool 75° et 95°
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- Hypochlorite de calcium ou hypochlorite de sodium

- Eau distillée

Annexe 03
Tableau 09 Constituants du milien MS (Murashige et Skoog, 1962):
Ingrédients Solution mére Volume de
Mg/l prélévement

NH,NO, 1650
ENO, 1900

Macroéléments CACL,.2H,0 440 50ml A
MgS0,.7TH,0 370
EH.PO, 170
MnS04.H,O 223
ZnS0,4.TH-0 B.6
H,BO, 6.2

Micro-éléments | KI 0.83 10ml B
Na,Mo0,.2H-0 0.25
CuS04.5H,0 0.025
CoCl..6H,0 0.025

Fe-EDTA NaxEDTA . 10ml C
FeS0,.TH,O 27.8

Sucre Saccharose 20000Mg/1 20000mg D

Agar Agar Bg/l 8g
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Annexe 04 : quelques photos de cals obtenues

Figure 17 : Sp (EN) MSIC5 Figure 18 : Sp (N) MSIICS5 Figure 19 :Dr (N) MSIIC2

Figure 20 : Dr (EN) MSIC3 figure 21 : Sp (A) MSIICI Figure 22 : Dr (N) MSIC3

Figure 23 : Figure 24 : Sp (A) MSII C1 Figure 25 : calogénese

Boite contaminé par des champignon.

Annexe 05 : les deux variétés utilisées
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Figure 26 : Plantule des deux variété de la pomme de terre a gauche Désiré a droite Spunta
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