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Introduction :

La pomme de terr&planum tuberosumn) est une plante herbacée tubéreuse
originaire d’Amerique latine. Sa production mondialéleve a 340 millions de tonnes en
2010 sur pres de 18,4 millions d’hectares (ANONYNE]1), ce qui lui confere le rang de
cinquieme plante cultivée apres la canne a suemagals, le blé et le riz. En plus de son
importance dans I'alimentation, la pomme de testeaassi utilisée par voies
biotechnologiques dans la production des vaccingede diabéte et 'hépatite (ARAKAWA
et al.,1999). Dans la pratique agricole, le cycle de pectidn de la pomme de terre est
principalement végétatif, les tubercules produitsstituant a la fois un organe de
reproduction asexuée, la partie alimentaire dedate et aussi une matiere premiére pour la
transformation industrielle§LLISSECHE , 2008.

En Algérie 100.000 ha sont réservés annuelleradatproduction de la pomme de
terre , soit 27% de la superficie totale consaeecultures maraicheres , la production de
l'année 2007 a été de 14.210.088 g soit 24% deolduption totale maraichere , avec un
rendement moyen de 120 g /ha pour une valeur éstand2 milliards de Dinars Algériens et
avec un besoin de 60 Kg habitant/an, la pommeerde,treste un produit de base pour le
consommateur Algérien selddOUAD(2008).

SelonOMAI(2008), la production de la pomme de terre en Algériagmaenté de 54,57%
entre la moyenne annuelle de la période 2000/206¢lle de la décennie 1991/2000 .

La croissance démographique rend l'augmentatida pieduction indisponible pour

couvrir les besoins nationaux sans avoir recoliriportation .

L'importation des semences n'est pas une soluti@s @ays fournisseur de nous fournissent
par toujours des semences répondant aux dbrdandées et au moment voulu , celle- ci
peuvent étre utilisées comme moyen de pressiopraduction des semences en Algérie est

une nécessité absolue .

La technique de production de plants doivéime maitrisées , les cultures in vitro reste la
plus avantageuse .Cette technique permet |'obtedée semences satisfaisantes sur le plan
quantitatif et qualitatif afin de réduire les dé&gdus aux maladies transmissibles ,notamment

les maladies virales .



Dans cette perspective , notre modeste cotiibwise a connaitre et mettre en valeur les
avantages utilisées de la technique de la cultuvitrio de la production de plant de pomme
de terre .

Notre travail vise a comparer | 'effet de la @ésbhe du milieu de culture sur I'émergence et

la production des plantules chez de deux variégodeme de terregpuntaet désiré ) .

L'intérét et de mettre au point une méthode ptame de produire en Algérie de la
semence de bonne qualité sanitaire , conformesaxigté , aussi rapidement que possible et

a moindre cout .
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Chapitre I. Généralités sur la pomme de terre

I. 1- Historique de la pomme de terre :

L'histoire de la pomme de teyrla Solanum tuberosuntommence avec celle des
Ameérindiensqui vivaient il y a plus de 10 000 ans dans laezodtiere de I'actuel Pér@i au
sud-ouest de I'Amérique latin€es chasseurs-cueillewda Néolithiqueont doucement appris
a la domestiquer et a traiter ses propriétés t@sglly a 8000 ans, sur I'Altiplano andin, dans
la région du lac Titicagacette domestication a abouti a des pratiquesmagiles de culture et

de conservationAnhonyme., 2000 .

Il n'y a pas de document sur la date préciseiebarde cette plante sur I'Europe, il est
probable qu'a I'époque, personne n'imaginait I'm@mce que pourrait prendre cette
production agricole. On pense cependant que |la poderterre arriva quelque années avant
la fin du XVI °™ siécle et ceci par deux entrées; la premiére #sp ver 1570 et la seconde
les Tles Britanniques (1588-159%Rdusselleet al ., 1994.

En Algérie, la pomme de terre a probablement,irgtéduite une premiere fois au
XVI°®™e sigcle par les Maures andalous qui ont propag@ué®s cultures dans la région :
tomate, poivron, mais, tabac ... puis elle est tondazes I'oubli n‘ayant pas suscité d'intérét.
Dans la deuxiéme moitié du Xf%®siécle, les colons vont la cultiver pour leur wsazar les
algériens y sont réticents malgré les disettesessoees. C'est la derniere grande famine des

années 30/40 qui viendra a bout de cette oppogiMeziane, 199).

la pomme de terre va permettre a 'Europe d'esp@rin des famines. La culture de
la pomme de terre, en libérant le peuple des disetta renforcer les Etats, nourrir leurs
soldats et accompagner leurs armées dans des tesiquiés lointaines. Au XIXsiécle la
force et la stabilité alimentaire acquises grada domme de terre offriront aux empires

coloniauxla possibilité de s'étendre et de dominer unedgrgrartie du monde.

La pomme de terre va devenir le principal soutitnla révolution, offrant une
nourriture économique aux ouvriers toujours plumbeux a se presser dans les villes, au
plus prés des usines. A la fin XXiécle la pomme de terre aura conquis la planéte
entiere(Meziane, 199}
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1-2 Production mondiale

La production mondiale de pommes de terre qui éteaugmentation sensible mais
constante depuis les années 80, s’est stabiligaesde début des années 2000. Si I'on
corréle cela a la forte baisse de la surface mtsdecultures de pommes de terre de ces 10
derniéres années, on peut en conclure que lesesibe sont renforcées sur le plan technique
Et que, par conséquent, les rendements ont nettaugmenté. Entre 2008 et 2009, on note

une légere augmentation du niveau mondial de ptamuginsi que des surfaces cultivées

1-3- Production de la pomme de terre en Algérie :

La production de pomme de terre a augmenté d& 34, BANONYME,2007) ; Entre
la moyenne annuelle de la période de 2000/200dekd de la décennie 1991/2000. Le
volume de production moyen annuel passe de 10onsilde quintaux pour la pérriode
1991/2000 a 16,4 millions de quintaux durant landee période (2000/2007). Les
rendements ont suivi la méme tendance entre les @éniodes considérées, soit une
augmentation de 52,38%. Cependant, on enregisteeteimdance a la stabilité dans les
superficies occupées par la culture de pomme de tar Algérie pour toute la période
1991/2007. La superficie moyenne annuelle oscillewa de pres de 84 000 hectares. Tous
ces éléments nous permettent de dire que la culterpomme de terre a enregistré une
intensification de la production durant les deuxnéges décennies, méme si les niveaux de
rendements par hectare en moyenne nationale peatteimdre largement de meilleurs scores,

eu égard au pic des rendements réalisés dansesrtéigions du pays (plus de 300gx/ha).
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Tableau n°1: Evolution des Superficies, des Productions etRisslements de la culture

Moyenne Moyenne Variation en % Moy2000-07/
91/2000 2000 /2007 Moy1991-00

Superficie (ha)84 362 83 840 -0,62

Production 10 617 510 16 411 181 + 54,57

(Qx)

Rendement |126 192 + 52,38

(Qx/ha)

1-4-2 Taxonomie et origine :

La pomme de terre est originaire deses ou elle a été domestiquée et cultivée depuis
I'époquenéolithique dans la zone cétiere de I'actuel Pérou, a la fin dédmiére aireglaciaire

alors que IAltiplano était encore en partie couvert par les glaces.

C'est dans les grottes @fiees Ventanasituées a 2 800 métres d'altitude dans le canyon
Chilca, a 65 km au sud-est d’élima, qu'ont étéamigour les plus anciens restes de tubercules
de pommes de terre cultivées datant de 8000 &:.e&nviron. On y a aussi découvert des
spécimens de haricot, haricot de Lima, piment,aiaglugue.

Des découvertes similaires ont été faites susies archéologiques situés le long de
la cbte péruvienne, depuitiaynuma éns la vallée d€asma(région d'Ancasha 360 km au
nord de Lima), jusqu'a La Centinela dans la valeé&hincha située a 200 km au sud de

Lima.

Cérémonies Incas, d'aprés le El primeeva cordnica buengobiernale FelipegGuaman
Poma deAyala(1615).

Axomamadéesse de la pomme de terre, MoghrEou.

Céramigue pomme de terre de la culture Mochica éeusrco, Limadyn spécimen de

Solanummaglipespéce de pomme de terre sauvage, datant de 48000C, a été identifié

sur le site archéologique de Monte Vendi&s de Puerto Momwtans le sud du Chili

Surement consommée mais non cultivée, elle estusagmcienne espéce connue ayant pu
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servir a l'alimentation humaine. Cette découvestelta confirmer cette région comme étant le

berceau de la pomme de terfagnyme, 2001)

Lespoteries ayant pour theme la pomme de terre, découvertes daggilan,
témoignent de l'importance qu'a pu revétir sa dbgetn pour les cultures qui s'y sont
succédé. Ces poteries, qui s'échelonnent®diiéitleau XVI° siécle de I'ére Nazca la fin de
I'ere Incafigurent les tubercules de maniere tres réalmies celles-ci évoluent jusqu'a
prendre la forme de créatures humaines ou aninmlesesquelles sont toujours représentés
les « yeux » des pommes de terre de fagcon de plpkis stylisée

1-4-2Description botanique et morphologique

Il s’agit d'une espece herbacée, vivace par sbertules mais cultivée en culture
annuelle le plus souvent. Nous donnerons en prdiaiedans ce chapitre un certain nombre
d’indications sur la structure morphologique etlé&eloppement de la pomme de terre qui, en
dépit de I'importance économique de cette plantésentent de nombreuses lacunes. Il est
intéressant de signaler, dés a présent, que lastéestiques botaniques et morphologiques
que nous allons examiner subissent d'importantesitians, lieées en particulier au facteur

variétal mais aussi aux conditions climatiquesugttachniques culturale&(ison, 1983.
a) Appareil aérien

Une touffe de pomme de terre comprend un nombr guilumoins élevé de tiges principales,
d'abord dressées mais qui, avec l'age, peuventerredtessées (BF15) ou devenir
partiellement ou totalement rampantes, donnant@alate un port plus (Ratte, Sirtema) ou

moins (Jaerla, Ostara) étalé.
b) Aspect des tiges
Trois parametres principaux caractérisent 'asgeda tige

« Sa couleur : verte ou plutét brunatre du fait dgnments anthocyanes associés a la
chlorophylle et présents sur toute la longueuradige (Early Rose) ou seulement au
niveau de certaines portions comme la base (BA&$)noeuds (Béa) ou les entre-
nceudé&erpondy).
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+ Sa forme et sa consistance : cylindrique ou le Eaosvent anguleuse (section
triangulaire) avec des entre-nceuds pleins a la tnase qui deviennent creux lorsque
la tige est entierement développée sauf chez leEclipse dont la tige reste bien
remplie jusqu’a sa mo(Bruton, 1989).

« L’absence ou la présence de cotes ou d'ailes, paves développées, rectilignes ou
ondulées, en général simples ,a I'exception duxview Sackfiller ou elles sont
doubles Davidson, 1937in Burton 1989). Ainsi beaucoup de variétés féculieres
possedent-elles des ailes ondulé&sison, 1983. Ces expansions, qui sont plus
marquées chez les jeunes plantes, résultent démemnte inégale des deux bords du
pétiole sur la tige, 'un s’étendant sur un entneeud, l'autre sur deuwDgVries,
1879.

c) Insertion et caractéristiques foliaires

Les feuilles sont alternes, disposées sur la tipeant une phyllotaxie spiralée (indice phyllo
taxique 5/13eme) avec une spirale génératrice amile plus souvent dans le sens sénestre
(Artschwager, 1918). Le port de la feuille, qui dépend de sogled’insertion sur la tige, est
un caractere variétal relativement stable. La plupas cultivars ont des feuilles a port
horizontal mais quelques-uns possedent des feuitlessées (BF15) ou retombantasr@n

Banner).

Dans toutes les parties vertes de la pomme de étrprincipalement dans le feuillage, on

note la présence d’'un glycoalcaloide toxique :olarsne .La feuille est constituée, apres le

pétiole a section semi-circulaire, de grandes ledidatérales primaires (7 a 15), insérées par
paires le long du rachis qui se termine par unel®lunique. Il s’agit d’une feuille de type

composeé, imparipenné. En plus des folioles primsd(iifg) toujours présentes, il peut y avoir :

« des folioles secondaires (fs), plus petites, 8liast au méme niveau que les
précédentes,

+ des folioles intercalaires (fi), se trouvant erdihaque paire de folioles primaires,

« des folioles (fl.), s’insérant sur la base degfes primaires.

Le fruit est une baie sphérique ou ovoide de 1-3 cm de diametre, de couleur verte brun
violacé jaunissant a la maturité. Il contient généralement plusieurs dizaines de graines

(Bernhard, 1998) et peut contenir jusqu'a 200 graines (Rousselle et al. 1996).
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1-5- Le cycle de vie et mode de reproduction

1-5-1- Cycle sexué :

La pomme de terre est tres peu produite par graiaes la pratique agricole, en méme temps
la graine est l'outil de création variétale. Langieiation est épigée et les cotylédons sont
portés au-dessus du sol, par le développementhgaol'cotyle, en conditions favorables.
Quand la jeune plante a seulement quelques centisnde hauteur, les stolons commencent a
se développer d'abord au niveau de cotylédons auxs aisselles situées au-dessus, et

s'enfoncent dans le sol pour donner des tuber@Birshard ,1998).
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Figure n°2: Caractéristiques morphologiques de la pommere & cycle végétatif.

1-5-2- Repos végétatif et dormancela phase de dormance peut étre divisée sur deux
périodes distinctes :

» la premiére période est dite période de repos aéfgiendant laquelle les tubercules ne
germent pas méme si toute les conditions de craissaont favorables et réunies, (a
savoir 18 a 20° c pour la température et 90% pduhygrométrie) .la durée de cette
période est un caractére variable, elle est quassies température de stockage ou elle d'
autant plus courte que la température de stockstgélevée NIOULE,1970) .

» La deuxieme période est dite période de dormancdagme laquelle le tubercule peut étre
germer s'il est placé dans des condition favoratiéesroissance et il germe une fois ,le
période de repos végétatif est terminée. Cett@gemeut prolongée par les conditions de
croissance défavorables a la germination pour umEseb température ainsi qu' une
humidité trés faible .



1-5-3- La Germination:

Elle présente trois phases successives en reflidtait d'incubation du tubercules : phasel
(croissance lente des germes) , phase 2 ( crossapitle des germes ) et phase 3 (croissance
ralentie des germes ).

La vitesse de croissance est faible dans la prerpiéase, elle augmente jusqu' au maximum
dans la deuxieme phase et elle devient nulle lerdignduction de la tubérisation est atteinte.

La capacité de croissance du germe dépend dediagercule -mére et nom de I'age de
germe lui- méme, ainsi si on égerme (éliminer dear le germe) le tubercule, un nouveau
germe prend le relais avec la méme capacité desamie que celle acquise par le précédent
ceci résulte d'un processus physiologique qui dépen

- des conditions de conservation : une tempéraupérieure a 10°c ; 'obscurité et une forte
hygrométrie accélerent la vitesse d'incubationtdesrcules.

Chapitre1Généralités sur la pomme de terre

- la vari

est indépendante de la précocité de maturatRipANC,1986).

1-6- Croissance de plante

Quand on tubercule germé est planté en terre gesmes se transforment en tiges feuillées
dont les bourgeons axillaire donnent au-dessusotides rameaux et au-dessus du sol des

stolons ,des racines adventives qui apparaissesesuigesROLTNER, 1980.

L'état physiologique du tubercule-mere influe senlement sur la germination et la rapidité
de la capacité de croissance des germes, maissaudsi croissance de la productivité des
plantes .la plante ne fais que reprendre le redaisgerme au moment de la plantation
(MADEC, 1962).

S le tubercule planté atteint un degré d’'incubateancé, les germes issus de celui-ci
auront une faible potentialité de croissance fadiales tiges issus de ses germes seront
chétives ayant un aspect plus agé et leurs capatgt@roduction seront diminuées, mais la
tubérisation sera plus précoce .au fur a mesurleutedéveloppement, les tiges feuillées
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deviennent de plus en plus indépendantes de tubareire, que ce soit sur le plan

nutritionnel ou physiologique. la croissance efiiencée aussi par les conditions du milieu ;

quand la température est défavorable, la croissdada plante est ralentie, de méme pour la

lumiére (intensité et photopériodisméyIADEC,1962).

1-7-Tubérisation:

Au cours de la phase de croissance, et au bowt gémode (variable suivant la variété, 'age

physiologique de tubercule et des conditions duemjl, les extrémités des stolons cessent de

croitre et se renflent pour donner des ébauchesutercules qui grossissent par la suite . la

croissance aérienne et la tubérisation sont deér@hénes antagonistes, une augmentation

de la croissance correspond a une réduction debkrisation et vice-versaMQULE ; in

DJENNANE. etKLIFATTI ,1996).
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Figure n°3: le tubercule de la pomme de terre
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2. La multiplication artificielle :

2-1- Les anciennes méthodes :

a) Bouturage : Consiste a mettre en terre un fragment de pldépourvu de racines, la
bouture est capable de régénérer une plante eptieta formation des racines adventives
(Robert et al ., 1998, Selon Peyeret al., (2007, le bouturage consiste a couper un
fragment ou bouture d'une pousse ou d'une tige, magse cellulaire indifférenciée,

appelée cal se forme sur la cicatrice, émet déseamnadventives et produit des pousses.

b)  Marcottage : C'est un type particulier de bouturage dans lelgugouture reste reliée a
la plante mere jusqu'a la formation de ses prof@eises comme les fraisie®Bdbert et
| ., 1998).

c) Le greffage: C'est une pratique agronomique qui consiste daintgr dans les tissus
d'un végétale un greffon, dans lequel le portefgreiurnit les racines et le greffon donne

le systéeme aérierRpbert etal. 1998.

d) Le drageonnage :Est un procédé de multiplication végétative peramtta certaines
especes, arborescentes ou non, de se propageg, d®ircoloniser le milieu par la
formation des tiges adventives a partir du systeammaire. Bellifontain et Monteuus,

2009.

2-2- Les méthodes modernes (la culture in vitro) :

2-2-1-Historique : En 1878, il y a donc plus de 120 ans. Cl Bernarchiait les principes
théoriques de la création d'un systeme artificaisdlequel les organes pourraient survivre
hors de l'influence de l'organisme entier. Depwaiecorientation de recherche lentement
d'abord, d'une maniére plus rapide ensuite, a getdmigrands développements a la biologie
(NozronetBancihon.1972)

La culture indéfinie des tissus des végétaux aréaéisée il y a 70 ans, c'est en effet au
printemps 1937 qui fut isolée la premiere soucksutaire dans l'activité c'est maintenue
jusqu'a présent grace a des repiquages reguliérs, 41, on savait obtenir des plantes
entiéres a partir de petits fragments d'organesobanies tissulaires ; leur enracinement ne

posait aucun probléme grace aux auxines rhizogéoesle maniement était connu depuis
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assez longtempsMargara ,1989). En 1944, Buvait par les techniques deupgllte tissus
met en évidence le phénomeéne de dédifférenciatianuveénilisation ; En 1949, Limasse et
Cornuet notent l'absence de Virus dans les mérestede tabacs viroses ; En 1955, la
découverte de la kénetine, substance douée d'ussapte activité calogene, puis d'autres
cytokinines ont permis de provoquer presque a veélda néoformation de bourgeons
adventifs ; Cette multiplication végétative in witfut enfin facilitée par la mise au point a
partir de 1962 de solutions minérales particulie@enappropriéedargara, 1989. En 1966,
Guha et Maheswari en Inde obtenaient des planfdsidasde Datura innoxiaM.LL a partir

de culture d'antheres ; En 1971, au Japon, TakeBelegégénéraient des plantes entieres de
Nicotinatabacura partir de protoplasté&fonyme, 1996.

2-2-3- Les catégories de la culture in vitro :

» La catégorie de la culture in vitro Conforme :

Il s'agit d'un mode de multiplication conduisandeés individus pourvus de méme stock
d'information héréditaire que la plante d'ont itstsissus ozoron et Benalhon 1972).
Selon Roussellet al.,(1996) la culture de méristemes depuis les trad@uMorel et Mortin

en 1950, a permis de guérir les plantes atteirdasgrds .La micropropagation in vitro est plus
ou moins utilisée dans la production de plantedarores pour les premiéres générations de
multiplication. Et selon LE ,(2001) pour produiresdplantes génétiquement modifiées, la

régénération doit donner des plantes conformes.

» La catégorie de la culture in vitro Non conforme :

D'apres Nowbutét al .,(2005) on appelle variation soma clonale des fioadions du
phénotype des plantes qui apparaissent le plusesblers de la régénération de nouvelles
plantules a partir de tissus déja différencies. tids nombreux travaux ont porté sur la
variation soma clonale et sont d'un éventuel ihtpdur la création variétal, le probleme
rencontré est souvent celui du crible puisque dappn d'un caractére utile est un événement
rare et que l'on constate souvent I'apparitionataatéres défavorables. Cette méthode peut
étre intéressante pour des caracteres tel qusitdanéce aux parasites s'il est possible de faire
un tri in vitro. A I'heure actuelle seule des rémtsl préliminaires ont été obtenuBajaj,
1987).
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2-2-4- Les facteurs influencant la culture in vitro:

* Lalumiére et la photopériode :
La lumiére est un facteur déterminant pour la caltn vitro des plantes, elle a une grande
influence de par la durée d'exposition (photop@&jpselon Houssay at .,(1981) d'autre part
la longueur de jour qui affecte la vigueur et leeléppement des proliférations et la
croissance des cals, cette derniere pourrait aossiibuer a la formation des cals
(Briggs ,1964), de facon général le début de caoiss nécessite une faible intensité
lumineuse (500a 1000 lux) avec 12 a 16 heures dmpériodesBommeneni et jauhar,
2003). Lorsqu'il s'agit de préparer la plantuleempotage en serre, il apparait souvent
préférable d'augmenter l'intensité de I'éclairenfeat exemple 10000 luxMargara,1989.

* Latempérature :
La température de beaucoup de chambres a cultucorstante de l'ordre de 22° a 25° C
(Margara ,1989) mais selon LE, (1994) des faibles température$sda 20° C stimulant la
micro tubérisation chez la pomme de terre, selotaliyg1993) pour l'olivier (27° a28° C)
c'est la température optimale.
e Le support de milieux de culture :
Les six macroéléments nécessaires a la croisséhde, (S, K, Mg, Ca) sont absorbés sous
forme d'ions Margara ,1989). Le potassium occupe la premiere position, isexidans le
milieu sous forme de nitrate ou chlorure avec umeentration de 28 30 mm, Il occupe la
position du maitre cation en relation d'une paecda préférence de I'absorption qui lui vaut
sa grande fusibilité compléete d’'une sélectivitécameclusion de d'autre part Na.

Deuxiémement le phosphore est absorbé sous la fortime phosphorique (H2Po4 ou HPO4),

les besoins de la croissance dans les culturesis$ess varient de 1-30Mm, il augmente la

densité des racines. Pour le calcium, les besairteeélément varient de 1-3 mm, le réle du

calcium, est le maintien de la structure cellulaire magnésium a un réle de construction de
la molécule de chlorophylle et finalement les cos@®o azotiques qui représentent la

principale source d'alimentation azot&¥eds, 1984).

* Le saccharose :

Pour la culture in vitro le saccharose constitue saurce d'énergie car la plante n'est pas
encore arrivée a satisfaire ses besoins énergstigmepeut dans un cas particulier utiliser

d'autres sources, tels, le galactose et le la¢Tasmuilé, 1993.

¢ Les vitamines :
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En culture in vitro certaines vitamines sont falxbea aux croissances des tissus, parmi les
principales, citons : le thiamine, l'acide nicagne, la pyridoxine, leurs concentrations sont
frequemment de I'ordre de 1mgrépulé, 1993.

* Les sels minéraux;:

Macro (g.l-1) éléments micro (mg.l-1) éléments

Nitrate et/ou Ammonium

(Calcium -Magnésium-Phosphate-Fer )

Exemple: milieu déMurashigeet Skoog composition précise, le plus concentré en ions
Certaines especes nécessitent de fortes teneigssepour pousser, tandis que d’autres
connaissent des toxicités aux sels (empirique) .

Les substances organiques:

(Vitamines {n vitro synthese trop faible) -cuivre -iode -manganeje...

Glucides in vitro hétérotrophe, pas ou tres peu de photosynthese)

Acides aminés (stimulateurs de croissances, atidangique)

2-2-5-Les régulateurs de croissance :

Tryptophane AIA (photosensible)

a) L’auxine : est, en physiologie végétale, une phytohormoneraissance végétale qui est
indispensable au développement des plantes.

Stimulation de I'élongation cellulaire, de la rhgeaese.

La synthése de l'auxine s'effectue dans les apeistdr@atiques des tiges, et dans les jeunes

feuilles des bourgeons terminaux.

Le transport de I'auxine s'effectue de facon peda;i de I'apex vers la base dans la tige.

L'action de I'auxine sur I'élongation cellulairefait d'une part par augmentation de la

Plasticité de la paroi, d'autre part par actionl'sativité génique, régulant ainsi la synthese

d'ARN messagers codant pour des protéines néaessaiglongation.



Chapitre2 La multiplication artificielle

OH

AN

N
H

ousce: Geissmann J (1951)
Figure n°4 . Acide indole 3-acétique

b) Les cytokinines : sont des substances proches akes lpuriques (adénines substituées).
C'est une famille de phytohormones indispensahletaeloppement de
la plante tout comme l'auxine, ayant fonction dihenes chez les végétaux.
Leur fonction :
Stimule I'élongation cellulaire et 'organogenése
Synthése dans les racines puis migrent dans léepleria seve brute (xyleme)
c) Rdle des auxines et des cytokinines dans l'orgagenese :
Le rapport auxines / cytokinines détermine le devees tissus en culture
Notion de balance hormonale
En concentrations égales->division de cellulesfiédinciées
Auxine -> formation de racines

Cytokinines -> bourgeons
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Figure n°5 : Role des auxines et des cytokinines dans I'orgaméesge

2-2-6- Comparaison culturein vitro / culture in situ:

Culturein vitro: écosysteme ou les facteurs biotiques ont disf@sepsie)
Culturein vitro : différences physiologiques, peu de synthése tdenmes
et pas ou peu de photosynthése

e, miniaturisation des plantes

Culturein vitro: teneur plus importante en eau = vitrifications pl@ cuticul§Zuccherelli G .,
1979).

2-2-7- Applications de la culturein vitro de tissus et de cellules :
e La MICOPROPAGATION

La multiplication végétative par culturen-vitro ou micropropagation présente
plusieurs avantages sur les méthodes classiques ‘ditconventionnelles "de propagation .
Cette technique a rendu possible la multiplicat@spéces chez lesquelles les semences sont
rares, ou présentant des difficultés de germinadidwu dont les techniques de bouturage ou
de greffage sont inapplicables, ce qui a conduitna plus grande diversité des plantes
commercialisées. De méme plusieurs autres techsjiqoietes dérivees de la cultumnevitro,
ont un rdle important a jouer dans l'amélioratioes doerformances agronomiques ou
horticoles des plantes cultivées. La micropropagagist utilisé dans un but de multiplication
en masse, puisqu'elle permet , en partant d'uniséwidu (plant), I'obtention d'un nombre



considérable de plantes génétiguement identiquies phante mere FERRY et al.,1998;
SEMAL,1998). Les plants reproduits ne sont pas seulepmaribrmes mais présentent aussi
une grande uniformité. Par ailleurs, l'usage de&edethnique nécessite peu d'espace et peut-
étre programmeé indépendamment des saisons. Laiqeehreprésente donc sans contexte un
outil puissant aux perspectives industrielles enémiques importanteARGARA ,1982;
BOXUS,1995; SEMAL ,1998; SKIRVIN etal., 2000) .Les techniques de micropropagation

empruntent essentiellement deux voies :

L'une qui utilise des tissus méristématiques igtégne ou apex de tige, bourgeons
axillaires ) potentiellement capable de donnereswti développement normal, d'un individu
est appelée microbouturagéSAADI,1991) cette technique est souvent appelée
"multiplication conforme" car elle part de mérise@mpréexistant dans les quels , les cellules
sont génétiqguement tres stabl&8IATO ,1977 inBOXUS,1995),I'individu est généralement
obtenu en deux étapes successives, d'abord laghimude tige ,puis son enracinement .

- L'autre voie, utilise toute sorte tissus diff@iés (fragments de tige, de racines, de pétiole ,
de feuilles, d'embryons matures et immatures ,dtgtyles, cotylédons...etc) pour aboutir a
la néoformation soit de bourgeons ou de racine€gst ¢organogenése ,soit de structures
ressemblant aux embryons zygotiques, c'est l'ergengse somatiqueZRYD,1988 ;
MARGARA ,1989).
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Figure 7:principales méthodes de micropropagation

e Cultures de méristemes les premiers résultats de cultures de méristemeslégs
communément “cultures d'apex" furent obtenus paff K© et ROBBINS, dés 1922 a
partir de méristéme radiculaires de feve et de (\TadJTE,1998).

Dix ans plus tard, WHITE(1934) obtiendra une cwtimdéfinie de racines de tomate . En

méme temps, il s'apercevait que si le virus dedaaigue du tabac pouvait se multiplier dans
des racines de tomate isolées , le virus n'attéigaa les cellules méristématiques . Plus tard ,
LIMASSET et CORNUET(1949) montrent que les orggeeses de tabac ne renferment que

treés peu de virus (TMV) et que les méristemes apicéen contiennent pas .
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En 1952, partant de ces observations, MOREL et MIAR{Entent de prélever des pointes
méristematiques de dahlias viroses pour reprodigsedahlia génétiquement semblables aux
parents, mais exempts de virus . lIs réussironadmrte a éliminer la mosaique du dahlia et
le " spottedwilt virus". En 1955 , ils régénéreraia facons analogue des pommes de terre
atteintes de virus A et BOXUS, 1995.

Depuis lors , la culture de méristémes a conduies applications nouvelles , originales
concernant le domaine du phytosanitaire, notamnpentr |'éradication de nombreuses
maladies (viroses, mycose, mycoplasmes, bactéjiesespermis la régénération d'un grand
nombre d'espece sain@OUTE, 1998).

Les méristemes qui sont des tissus de formatioexpansion continue ,conférent a la plante
une organogenese permanente chez les végétauxesupélls représentent des petits massifs
de cellules indifférenciées (0.1mm) et conservantdpacité de se diviser activement. Ces
zones méristematiques gardent jusqu'a leur mocaitactére juvénile. Elles jouent un réle
capital dans le développement végétal puisqu'elifeat tous les organe<CAMEFORT ,
1977 MARGARA , 1989).

En multipliant le méristeme prélevé au sommet djplaete ou dans le bourgeon axillaire, le
plus souvent indemne de maladies. On pourra tpdament obtenir de nombreuses plantes,
toutes semblables du point de vue génétique etridésgées de maladies dont elles étaient
affectées(SCHMID et KELLER , 1984 SAMA et al., 1998). Il est méme possible de
reconstituer des clones indemnes de maladies & partpieds -meres malades. D'aprés
TOUTE, 1998; FLETCHER eal. ,1998 , il existe plus de 50 espéces végétales muete

ainsi assainies c'est le cas de la pomme de tler@anne a sucre , de dahlia ..etc .

La culture de méristéme est la méthode la plus rgésgble et la plus slre pour éviter
I'apparition de plantes non conformes a la plargéesnou variantsSAADI, 1991) . Elle parait
plus intéressante chez les plantes allogames est ijénéralement impossible de conserver

des génotypes intacts par reproduction sexuédaqless

» Organogenes :

L’organogenese est la base fondamentale de lapiicdtion végétative, laquelle s'appuie

toujours sur la formation de méristemes nouveddARGARA , 1989). En partant d'un
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explant, elle aboutit & la formation d'un nouvetliudu par I'élaboration de bourgeons

(calogénes) et de racine (rhizogenese).

» Calogeénes:

1- Définition:

La calogenes désigne a la fois l'initiation et Eveloppement des bourgeons terminaux,

axillaires, adventifs ou néoformés sur un cal.

- Les bourgeons terminawérivent de la gemmule de I'embryon.

- Les bourgeons axillairesont produits généralement par les deux ou tssEses cellulaires

superficielles de la tige.

- Les bourgeons adventigont formés en des endroits inhabituels. lls sonhés a partir
d'organes différenciés de la plante (entre nceutigrdules, racines). lls peuvent avoir pour
origine des massifs cellulaires restés méristemasigqpu bien provenir d'une différenciation
de certaines cellule€AMEFORT, 1977).

- Les bourgeons néoformeés in-vitpeuvent apparaitre sur I'explant initial ou surcah ils
peuvent étre considérés comme un cas particulibodegeons adventifs BOXUS, 1995). lls
sont induits sur n'importe quel type d'organe outigeu y compris sur ceux qui ne les
produisent pas dans les conditions naturell@AMEFORT, 1977; ZRYD, 1988;
MARGARA , 1989.

2- Origine des bourgeons

Les études cytologiques, conduites dans le but éerminer l'origine des bourgeons
néoformés a partir d'un fragment d'organe contedardrs tissus montrent souvent que
I'aptitude a la calogenese se manifeste a partoedmines catégories de tissus telle que: le
cambium, le parenchyme vasculaire ou libériBE(ANGER, 1998; FORTES et PAIS
2000.

L'intensité de cette néoformation est nettementedéante de la nature des tissus contenus

dans I'explant. Elle est maximale pour les tisamlgaux, élevée pour les tissus du phloeme
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et du xyléme, trés faible ou nulle pour le paremebycortical ou medullaireMARGARA
1989 .

Chez les coniferes, comme le pin , les premiéresidns périclites apparaissent dans les
couches su épidermiques du mésophile, l'origine pessses caulinaires parait étre
unicellulaire. Par contre chez les Angiospermexigine peut étre pluricellulaire, des

méristemes peuvent se former a partir de celludddeémique ou encore a partir de tissus
palissadiques, du monophylle spongieux ou de laegper vasculaire des explants cultivés
(BOXUS, 1995).

2-Rhizogenése

1- Définition:

La rhizogenese désigne la néoformation et la aioss de racine. Les méristemes de racines

se répartissent en plusieurs catégories selon deigises.

- Les racines latéralese forment de maniére spontanée sur la racineipaie dans les

conditions naturelles.

- Les racines adventive®nt produites par des organes divers, soit spémtant, soit
accidentellement a la suite d'une blessure ou dhareeére provoquée, dans les conditions du

bouturage et du marcottage.

- Les racines néoforméeau sein d'un cal, en culture-vitro, peuvent étre considérées
comme un cas particulier de méristemes adventiigdgenése indirecte) ou I'émission de

racines sur un explant dans des endroits inhalatughizogenése directe).

1-2- Origine des racine néoformées

La rhizogenése est un phénomene complexe, il cdmpdifférentes phases : la
dédifférenciation, formation d'amas de cellules istématiques , différenciation et
organisation des amas méristématiques en primordagimaire qui se développeront en
jeunes racineEMARGARA , 1989;BOXUS, 1995).

L'origine des cellules impliquées dans la cicatiisadépend de I'espéce. FAVRE (1985) in
BOXUS,(1995)sur son modéle vigne reléve que ce lesntellules du phloéme primaire qui



Chapitre La multiplication artificielle

réagissent les premieres. Les cellules non ligesfid'origine secondaire et le parenchyme
cortical, ou méme la moelle peuvent également réagformant un tissu cicatriciel plus ou
moins important. Mais dans tous les cas, c'esti$agyénératrice libéro- ligneuse ( combium)
qui donne, des tissus de bonne aptitude calogenealLest formé essentiellement de cellules
de type méristématique secondaire, qui incorporemrtaines cellules voisines
parenchymateuses. Les cellules méristematiquesfféeedcient par la suite et s'organisent

pour donner naissance a une nouvelle racine.

» Embryogénése somatique :

1-Définition :

Classiquement, I'embryon est défini comme étantplengte se trouvant au stade initial de son
développement. Il s'agit en fait d'une structuggolaire ( munie de deux meéristemes : l'un
caulinaire et l'autre racinaire) qui, suite au pssus de germination, donne naissance a une

nouvelle plante.

Habituellement, I'embryon s'édifie a partir d'urediude initiale, le zygote, formé lors de la

reproduction sexuée (embryon zygotique) .

Cependant, d'autres types d' embryons peuventragatese développer a partir de cellules du
sporophyte ou du gamétophyte, embryons qui negasite produit d'une fusion gamétique et
qui sont appelés "embryons somatiques" . Parfbisz certains especes, ils résultent d'une
embryogenése somatique naturelle qualifiée d'apemixDans certains cas en effet, les
anthérozoides , I'oosphére , voire d'autres csllgeEmétophytiques peuvent engendrer des
embryons parthénogénétiques. Dans d'autres caainesr cellules sporophytiques localisées
au niveau des tissus intra-ovulaire, en particdkenucelle, fournissent naturellement des
embryons apoméiotiques appelés aussi "embryondlaivee Ce type d'embryogenése est
tres développé dans la famille des Rutacées, dpdgmat chez les Citru§[SSERAT etal.,
1979;VARDI etal., 1990) Toutefois, cette appellation est esseati@t appliquée , selon
certains auteurs comme PIATTI, (1988) et MARGARA949), aux embryons obtenus a
partir de culture de tissuis-vitro du sporophyte .
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Figure n°7:les Applications de la culturein vitro de tissus et de cellules

2-2-8- les étapes de la culture in vitro

Etape 1: le prélévement:
Le choix de I'explant a prélever est particulieretienportant. Pour chague espece, sont pris
en compte : la technique de propagation envisdgékate du prélevement, I'age du pied mere,

la nature, la taille ainsi que la localisation @xplant sur le pied mére.

Etape 2 : la mise en culture in vitro :

Les explants, sont ensuite désinfectés, travaldéis conditions aseptiques, puis placés sur un
milieu de croissance stérile. Ce support compraszslaliments : macro -éléments (N, P, K,
Ca, Mg, Mn...), des micro-éléments (Bo, Fe, Cu...),rsuositamines, régulateurs de
croissance (essentiellement auxines et cytokirdioes I'équilibre détermine I'organogenese)
et une base d’agar qui solidifie le milieu de cridtu_a composition du milieu et son pH sont
adaptés a I'espece mise en culture. Chaque latestifié pour étre tracé : identité du pied
mere, date de mise en cultuxsASILENKO A.J.K ., and al .200p
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Figure n°8:la miss en culture

Etape 3 : la multiplication :

Un contréle rigoureux de I'environnement est néaieesa la bonne croissance des vitroplants
en milieu artificiel. Les paramétres de I'hygroneétrde la température et de la luminosité
(tant en intensité qu’en durée jour/nuit) doivetrte éadaptés a chaque espeéce travaillée

Chaque contenant (bocal, boite ou tube) est édqumir garantir la tracabilit€CABASSON
C.,andal1994)
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Figure 10:Chambre de culture et Vitroplant de chéataignier
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Figure n°10 Vitroplant de noisetier sur milieu ferrugineux

Etape 4: I'acclimatation :

Passé les jeunastroplants des chambres de laboratoire climatisées en seé@sssite une
étape intermédiaire de quelques semaines pendfullia la plante développe son systeme
racinaire. Cette phase d’acclimatation se déroalesdles locaux spécifiques permettant un
contrdle précis des conditions d’éclairage, de &naupre et surtout d'humidité.

Figure 12 I'acclimatation



Chapitre2 La multiplication artificielle

Acclimatation sous fog. Les racines n’étant pagas&veloppées pour alimenter la plante, un

arrosage classique ne serait pas efficient ; seglystéeme de brumisation, fog, peut hydrater

correctement le végétal.

Figure n°12:fin d'acclimatation

Fin d'acclimatation : le systéeme racinaire de cesissier est désormais suffisamment
développé A ce stade, les plantules sont logégslagiues alvéolées. Les substrats utilisés
sont désinfectés a la vapeur afin d’éliminer tasque pathogene ; cette stérilisation crée un
vide microbiologique favorable & une bonne instalia de la biotisation : les micro-
organismes non bienveillants sont remplacés par niéso-organismes bénéfiques au
développement du planCABASSON C.,andal1994.

Etape 5 : I'élevage

Aprés acclimatation, les plants sont rempotés etetgoet conduits sous serres d’élevage
pendant quelques mois. lls sont alimentés parrifigdiion et font toujours I'objet d’'une
surveillance quotidienne. A lissue de cette péiatiélevage, la plupart des plants sont
commercialisés.

Pour certaines variétés, une partie est rempotéeseconde fois ; ces plants-la poursuivent
leur croissance et constituent des pieds meéresseuint conservés quelques années. Un
organisme agréeé contréle tous les ans les prodiscpour en vérifier la qualité sanitaire. Le
service de la protection des végétaux réalise corgkecontrdle documentaire, puis délivre un
passeport phytosanitaire autorisant la diffusiotad@roduction PELLETIER G.,1971)
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Figure n°13 : Elevage de framboisier et Pieds mére de chataignier

2-2-9- Les avantage de la culture in vitro: La production de vitro plantes pouvait se

substituer a la méthode de micro bouturage aveavi#ages suivants :
0 La possibilité de conservation de ressourcestatgget faire une banque de génotypes et
réaliser ainsi des plantation hors la période dissancel(E et al.2002)

o L'amélioration des conditions sanitaires par texshniques de cultures in vitro souvent

associées a l'éradication des viro&ibi(,1981);

0 La propagation végétative des especes qui nernis¥g pas ces capacités en conditions
classiquesSibi .1982);

o La multiplication rapide, cette derniere et dukaagmentation de diffusion cellulaire par
ces techniquegSmithet al. 1985 ;Collet etLE, 1988

o La facilité de leur transport d'une région atfawu d'un pays a l'autre;

o Pour la pomme de terre la disponibilité de midoetrcules a n'importe quelle époque de

['année et les semes directement dans le sol.

6- Les inconvénients Le probleme de contamination et selon Casselle87)LD est di a

deux causes : Le premier c'est I'explant et le i@eux c'est | a technique:

* L'exigence de main d'ceuvre qualifiee
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* Pour la pomme de terre, la levée de dormanceride® tubercules est assez irréguliére.

Comme des malformations dues a un déséquilibre dmaim: la vitrification. La
vitrification : certains accidents, non preévisibles au dépaudye@ intervenir en cours de

culture in vitro,

La perte de caractéres intéressantda production répétée de grands nombres de plants

uniformes (clones) peut entrainer la perte desgeéeessaireSAMAA.E.,ancal1998)

Probléemes inhérents a la technigud’'asepsie des explants : la présence de micro-
organismes, bactéries, champignons, virus, quis slie sont pas totalement éliminés,

contaminent la culture et tuent les jeunes plastule

L'acclimatation : le passage a des conditions de culture nornsalpagfois délicat. En effet,
durant son séjour in vitro, la plante est a I'ales stressSCHMID J. et KELLER E .,1981).

L’apparition d’anomalies génétiques (certains cas d’hyper floraison, perte de
sexualité chez certaines especes, apparition diegganormaux) : c'est la variation soma
clonale. bactéries moisissur8AMAA.E.,anchl1998).
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3- La production classigue de semence de pomme @gre :

3-1-Généralités :
Pour produire des plants de pomme de terre ,on greceder de deux facons selon le but
recherché .Si on veut créer une nouvelle varigiartir d'une variété existante, on appliquera
sur la descendance de celle-ci une sélection aratle ou créatrice . par contre , si on veut
multiplier une variété en vue de la production @eence ,on passera par une sélection
conservatrice ou sanitaire .

La sélection sanitaire mise a préserveca@urs des générations de multiplication du
matériel végétal, la pureté de la variété et ldifusanitaire de la semence produite.

Le principe de sélection généalogique EGaunitaire) repose sur I' utilisation des
tubercules reconnus sains aprés indexage ,sesndasoces successives sont multipliées

pendant 5a8ans ,dans des conditions elles quaeligduction soit la plus saine possible.

3-2-Matériel végétal de départ :

Sion dispose d'un grand nombre de tubercules indedenmaladies, on peut les utiliser
directement comme tétes de familles. si au coetrain a un nombre limité de tubercules
sains, on peut augmenter le nombre de la plantdégart par division du tubercule en
plusieurs fragments contenant chacun au moins bnpamipeut également utiliser des germes
issus de tubercules ,des stolons ou des bouturteged¢ CHARLES,1979).

3-3-Technique de boutures de tiges :

Le matériel végétal de départ (tubercules, gerin@gments de tubercules,....) est planté dans
une serre protégée des attague d’insectes. Il does¢iges ,quand ces derniéres auront une
longueur de30a40 cm les bourgeons apicaux sominés pour favoriser le départ des
bourgeons axillaires qui se trouvent a l'aissellecdaque feuille .Quand les pousses issues
des bourgeons axillaires atteignent 10cm ,on legpeal’'une maniere aseptique pour éviter
toutes contamination .ces boutures de tiges sgantées sous-verre ,dans du sables ,elle
produisent des racines apres 15 jours environ .Aa®ent , de nouvelle pousses sont prétes
a étre coupées des plantes mere .les boutures agamie des racines peuvent étre
transplantées dans des pots , Elle seront utiligéea suite pour produire d'autres boutures
de tiges .Elles peuvent aussi étre plantées aamhaour la production de tubercules .

3-4- Multiplication aux champs :
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Apres sa sortie des serres, et durant les 3a 4ignesnannées, la descendance de chaque
tubercule sera plantée séparément. Des contribldegiques seront régulierement effectués,
guand un plant présente des symptbmes de virtiaés, la lignée sera éliminée. Durant la
quatrieme anneée, les différentes clones sont mékagappelé semences de base<<Elite ou
super-Elite>> selon leur état sanitaire. A parérla semence de base, deux a trois années de
multiplication en plain champs sont encore nécessapour obtenir la quantité de semence
nécessaire pour la production de consommation (ADURHE, 1979.

3-5- Précautions a respecter

Il faut avoir un matériel végétal de départ saagg parcelles de production de semences
doivent étre isolées des parcelles destinées &otiugtion de consommation .1l faut aussi ,
entreprendre la production de semences dans giesisépeu fréquentées par les pucerons, ou
que l'arrivée de ceux-ci soit en retard par rappdatlevée (quatre a six semaines au moins ).

il faut traiter les parcelles régulierement cortes pucerons et éliminer leur plantes hotes qui
peuvent se trouver prés du champ de productioemersce. fOURGE, 1979.

3-6- Inconvénients :

Un tubercule qui est reconnu sain peut nel’ptae entierement étant donné que la partie
sur laquelle porte le test n'est pas représentatevd'ensemble des tubercules. A chaque
génération de multiplication il y a des risquesdetamination par le fait que la production se
fait en plein champ .Cette méthode nécessite dexfities importantes regroupées dans une
zone favorable a la production de semences. .HEegsite un personnel qualifié et des

moyens matériels et humains considérables.
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4-Multiplication végétative conformein vitro de la pomme de terre

4-1- Généralités:

la méthode classique de clones de pomme de tehewste a des problemes phytosanitaires
et la prévention de l'invasion de virus n'est fajte par contrdles strictes des tubercules de
semence avec l'élimination réguliere des pieds deala, imposées par les baisses de
rendements dues a ces infection®ROESIGNOL-BAUCILHON et al.1985; BROWN
1979.Cette méthode est en plus, lente lorsqu'il s'agit commercialiser une variété
nouvellement cree ou une ancienne variété régénéréeLEET
COLLET,1985;LEVEIL,1985DUCREUXet al.1986).

En adoptant la méthode classique cela nécessitead ans durant lesquelles il faut exercer,
bien entendu, une lutte constante, principalementre les infections de diverses natures. le
probleme de l'infection par des virus fut surmdotéqueMOREL ,(1955) a pu obtenir des
plantules indemnes de virus qu'on peut utiliser oentéte d'une lignée régénérée a partir de
méristemes apicaux cultivés vitro. Le matériel végétal indemne de maladies pew@t étr
conservé par cette méthode a l'abri des sourcésfedtion et utiliser a n'importe quel
moment pour la production de semence de qualiEee( COLLET,1988)

La technique de culture in vitro permet en plescet avantage , d'avoir un coefficient de
multiplication trés élevé .En effet , un plant derpne de terre donne en moyenne 10 plantes
au bout d'une saisoREUST etLE,1985.Alors que, par méthode de micro bouturageitro
une bouture de pomme de terre a un seul nceud donnmoyenne sept (7) boutures a un
nceud chacune aprés un mois en tube ,et au boetalumée , on peut obtenir des millions de
plantules , copies-conformes a plante mére .cattntié est suffisante pour cultiver une

assez grande superficie destinée a la producti®selmence de badeHVIL,1985).
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Figure n° 141a culture in vitro de la pomme de terre

4-2-Matériel végétal de départ

pour avoir une multiplication végétative conforméagplante mere , on doit utiliser comme
matériel végétal de départ une portion déja asganavec un point ( on bourgeon )
(DIGOT,1984) .Dans la pratique ,on utilise trés rarement désstemes ,car en prélevant le
méristtme ,on préleve toujours quelques primordiauoliaire qui  sont
(GAUTHERET,1977) ; donc en réalité des apeARGARA,1982) .

on utilise également des bourgeons issus de g TROVA,1985 ; AMIROUCHE ,

et al .198/BENZINE ,1982) .
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Figure n°15: Matériel végétal de départ
4-3- Milieu de culture :
Pour la culture in vitro de la pomme de terre,denposition du milieu est d'une importance
Capitale pour avoir une bonne reprise de boutlres milieux de culture sont composés de
macroéléments, de microéléments, de vitamineseddaurce de carbone et de substances de
croissance. Ces milieux sont utilisés sousméorliquide (milieu de culture) ou bien ils
sont solidifiés par l'utilisation de l'agar-agatont la qualité et la concentration favorisen
la dureté du gel.Un gel dur, par excegat'aest néfaste pour les boutures, et qu'un
gel mou perd facilement l'eau par évaporatemnpermet une meilleure diffusion des
nutriments , avec un pH ajusté , a environ 5,7.
4-3-1-Eléments minéraux
Suivant leur concentration dans les milieux deusltles éléments minéraux sont classés en
macro et microéléments.

Pour la culture de boutures de pommes de terre sldutions minérales sont essentiellement
utilisées ; celle de KNOP diluée de moitié aveliS plus de potassium et la solution
minérale de MS MURASHIGE et SKOOG 1962 ; NOZERAN et ROSSIGNOL-
BANACILHON , 1979 ; MARGARA ,1982 et ZRYD ,1988).

La solution minérale de MSMURASHIGE et SKOOG, 1962) parait donner de
meilleurs résultats, elle est utilisée par éogoent de plus en plus fréguemment
(AMIROUCHE, 1985; ROSELL et al.1987 ; REUST , 1985 ; DODD®t al .19849.
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4-3-2- Vitamines

Les vitamines qui reviennent le plus fréquesntn sont les vitamines dRIQREL et
ZRYD, 1988).

En général, on n'utilise pas de vitamines dbss milieux destinés au micro bouturage
de la pomme de terre, plusieurs auteurs obteno de tres bons résultats, sans
l'utilisation, de celle-ci, certains ont mémentré l'inutilité de I'apport de ces vitamines
(REUST, 1985 ;ROSSIGNOL, 1988 ; MADEC, 1979 ; AMI®UCHE, 19985).

4-3-3- Sucres

La source de carbone utilisée généralement Easnmilieux destinée a la culture in vitro
sont des source .les source qui sont souventédgtilis glucose de saccharose avec une
préférence pour ce dernier .dans le cas de la psndméerre ,les quantités utilisée oscillent
10entre 20 et 40 g/ (MARGARA,1982;ZRYD,1988;GOODWINE,1982;0ULED
MOHHAMED,1987) .

4-3-4-Substance de croissance :

Ces substance sont utilisée généralement dans ukgrec de tissus, pour induire la
prolifération des celles, la formation de cals'iedlction de la né organogénése a partir de
ces dernier qui conduit a la formation de bourgeoas substances sont aussi utilisées pour
faciliter la rhizogénése lors du repiquage des Ulmest CHAUSSAT et BIGOT,
1980.RICHEZ-DUMANOIS,1986;FAVRE ,1982)

L'utilisation des substances de croissances seafaies doses, et leur utilisation doit se faire
avec beaucoup de prudence (ZRYD et al ,1988). Bacss de micro bouturage in vitro de la
pommes de terre I'utilisation de substance de sanies s'avére complétement inutile puisque
les boutures s'enracinent et croissent sans preblém absence totale de substance de
croissance dans le milieu de culture utilis€CHAILOU.et ROSSINGNOL-
BANCILHON,1985) .

4-4-1-Méthode d'obtention de plantules dans des psee - mottes

Elle se divise en trois étapes :
lére étape :c’est le micro bouturage in vitro :elle nous perhe partir d'un matériel végétal
prélevée sur un germe de pomme de terre obtenuggparination a l'obscurité et a une
température d'environ 20 °C .
apres stérilisation du germe par passage danedladc70°C additionné de quelques gouttes
d'un agent mouillant ;le germe est ensuite trordpAs une solution d'hypochlorite de

calcium a 65¢g/l durantl5 a 25minutes suivant sasgor . Ensuite le germe est rincé trois
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fois par I'eau distillée .l est débuté en audmtportion qu'il y a de nceuds .Ces fragments
sont implantés chacun dans un tube a essai comtenanilieu de culture gélosé approprié .
Les tubes sont ensuite placés dans une chambreltdeecdont la température est réglée a
19°C et éclairée 12 heures /jours (lumiere du jpdumiere artificielle)( NOZERAN et
BENCILHOM,1979).

le bourgeon donne une plantule vigoureuse a feuikdativement grandes et pouvant étre
composées.ROSSIGNOL,1988 .des boutures prélevées sur cette plantulboati d'un
mois, seront repiquées sur un milieu neuf, denenéomposition . Ces boutures donneront
a leur tour des plantules. On répétera l'om#rafjusqu’ a I'obtention d'un assez grand
nombre de plantules au cours des repiquagesessits, on remarquera que le pourcentage
de plantules ayant des feuilles simples augm&tas plantules sont comparables a celles
obtenues par semis direct de vraies graines et an sjeunissement de la plante .Ce
rajeunissement a été observé par WATELEL _GONOD {)}@&#¥z le DAHLIA, ou I'on a pu
constater que Il'acquisition de ce mode de dévetoppeest parallele a la réduction de taille
du méristeme apicale qui a donné la plantule .eceftluction est due aux conditions
écologiques particuliéres et qui conduisent a uirgatarisation ( on réduction de la taille )
des méristemedOZERAN (1978).

En plus des plantules a morphologie normale, gdantules de morphologie anormale
peuvent apparaitre .Ces formes anormales conisistedes plantules en rosette a tiges
trés contractées, des plantules a port buissonnant ayant des feuilles atrophiées; on
attribue ce phénomene a la condition de cultwe thbes a fermeture trop étanche ( avec
para film ) peut entrainer une élévation de la tende I'atmosphere du tube en L&
I'abaissement de sa teneur en( MADEC,1979).

Une certaine hétérogénéité qui peut apparaitredersenracinement et la rhizogénése est
stimulée par la présence du bourgeon et de laldewiéci se traduit par I'obtention d'un
meilleur taux d’enracinement, chez les boutureslésuFAVRE, 1980).

Un autre aspect de la rhizogénése est laissé ddengée lorsque des boutures de méme
longueur présentent diverses position des bourgéamsésence de bourgeon a proximité de
la base diminue le taux final d'enracinement ceitleiction s'expliquait par une inhibition se
faisant a partir du bourgeon et s'exercant a codis¢éance. Cette inhibition s'atténue

considérablement a mesure que le bourgeon s'éldgieboutureRAVRE,1980).
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2eme étape C'est l'utilisation des enceintes transparentes siériles. Dans cette étape ,les
boutures ne sont plus placées dans des conditeptiqses , mais la culture en tubes est
conservée .les boutures issues de la culture endabt implantées sur un sol pauvre ,mal
drainé ,et arrosé d'une solution plus nutritive NKO Paul/10).les conditions de température
et d'éclairement étant les mémes , les bouturesnadont des tiges de structure
morphologique juvénile , qui peuvent a leur toureélécoupées en autant de boutures
feuillées implantées dans d'autres enceintes gt @énsuite .
la culture aseptique en tubes et dans des ensdratesparentes non stériles permet d'obtenir
chez la pomme de terre un rythme de multiplicati@s rapide en un temps relativement
court et dans un espace restreint sachant qu'is apees son repiquage une bouture a un
seul bourgeon peut donner 5a 7 nouvelles boutane€me plus .donc , on peut a partir d'une
bouture a un seul bourgeon et en utilisant lesx deathodes obtenir deux millions de
boutures nécessaires de 40 hectaROIJSIGNEL etal,1989).
3°M gtape :

C'est l'utilisation de la serre, sur un sdhei¢presse-mottes):
Les plantules obtenues en bac (enceintes trangpargisont fragmentées en boutures a un
seul noeud qui sont implantées dans des pressesmadteses boutures sont trop fragiles pour
étre mises directement au champs .les pressessmgkdits cubes de terre riche ) sont
constituées d'un mélange de tourbe de sable ajrdisrplacées dans une serre humide a une
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température de 20 °C environ avec éclairage joigmnde 18 heures .les boutures donnent
naissance a des plantes robustes a feuilles déepypk photopériode longue évite leur

tubérisation.

et les mottes sont arrosées regulierement avecsahgion minérale riche. les boutures

donnent rapidement naissance a des plantes ropadtslle composées qui seront récoltées
et serviront des plantes de bas®QGSINGNOL,1988
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Figure 17: La micropropagation de la pomme de terre

4.4.2.Méthode d’obtention de micro-tuberculesin vitro :

La possibilité de produire des micros tuberculegtio a partir de plantules obtenues in
vitro et connues depuis assez longtemps. Cefisilglité est restée inutilisable jusqu’au
débutes années 80.C’est a partir de se s'annéauju@ cette micro- tubérisation est
devenue une méthode courante de propagationcpatourner les problémes de transport
et de conservation en boutures expédiées es tde culturéRANIJNCHAPE-
MESSALI,1987).

Les micro-tubercules peuvent étre conservéesi@fendant au moins un an, leur tres
faibles dimensions rendent aisé leur stockageuetiansport. Elles sont beaucoup moins
fragiles que les plantes issues in vitro qui nétegsoutre des repiquages fréquents, une
période de servage en serre avant leur plantatigohen terre. Les-tubercules sont sensibles a

I’'humidité et leur dormance est difficile a lev&pres repiquage in vitro, la concentration en
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substances de la tubérisation issue du tubercute-se¢a négligeable et pour induire la
Micro-tubérisation in vitro, il faudra placer lekaptules dans des conditions leur permettant
de synthétiser ces substances, ou bien de lestapdwectement au milieu de culture

simultanément : les conditions se subdivisent dgages :

1 ere étape Micro bouturage en tube : elle est identique tapé correspondant a la méthode

précédente ; a la fin de celle-ci on aura un agssard nombre de plantules en tubes.

2éme étape Micro-tubérisation in vitro : les jeunes plantutdsenues dans des conditions aseptiques
et transplantées chacun dans un tube a essaissleatjbre remplit chacun au ¥ par les milieux de
culture utilisé. On utilise quatre flacons en eete 350 ml contenant 40 a 50 ml de milieu. Dans
cas ou le milieu est utilisé sous forme liquide, péantules sont repiquées avec leurs racines. Mais
dans le cas le milieu et solidifié, les racine®secoupées a la base ; serrant introduits damslikeu

jusqu'a la " Feuille.

Ces plantules débarrassées de leurs peuvengtressouchées dans le milieu avec leur feuille ou
sans feuille. Dans ce cas, on les place dans leem@ndition de température et d’éclairement gse le
boutures, pour leur permettre de donner des pestupartir de leurs noeuds. Pour la suite, lesrftac
et tubes contenant les plantules sont placédadioité, & une température de 20 a 22 C°, jusqu’a
I'obtention des micro-tubercules. Plu sur s’auteameutilisées une solution minérale composées des
microéléments de a la quelle ils ajoutent de L’'EDJeAfer ou bien ils utilisent la solution minérale

dans certains cas, on ajoute a ces milieux deswits dgROSELL, 1987).

L’apport d'un sucre au milieu de culture s’est ddumportance capital pour le déroulement de la
tubérisation in vitro. De méme que pour I'apporré substance de croissance stimulatrice la
tubérisation qui va accélérer la micro-tubérigagolimitera ainsi le temps nécessaire pour
I'obtention d’un pourcentage acceptable des plastulibérisées. Les substances couramment
utilisées pour induire et accélérer la micro-tubeition sont des Cytokinines, des réductrices de
croissance comme le chlorure de chlorocholine.q0bstances sont utilisées seules, ensembles ou
avec d’'autre substances de croissgRe@SELL,1987 T1ZI10,1986)
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Chapitre 1:

Matériel et Méthodes :

Le travail expérimentale a été réalisé au nivealudéé de SAGRODEYV qui est spécialisée
dans la production de la semences de la pommerdgde premiéres génération: GO, G1, G2
et SE et autres : Slet S2) par l'utilisation detnique de la culture du tissu dite culture in-
vitro. Le but d’obtenir des plantes saines.

Concernant notre travail, I'objectif est de testeme part et a travers la culture in vitro, la
production des semences de pomme de terre pré3fase Gl ; et d'autre part de produit de

nouvelles plantules en quantité et en laps de texogd.

La culture :
1.1. Matériel :

1.1.1. Matériel végétale :

- La pomme de terr8puntaest une des variétés qui se garde le plus longtelrgeile a

réussir, elle convient parfaitement aux débutaatselte s'adapte a tous les terroirs et les
climats. Tres Productive, c'est la plus cultivéeraande,

Ses tubercules sont bien réguliers, de gros cadibboat une peau jaune aux yeux superficiels.
Sa chair est jaune, Iégérement farineuse, toutgamt fondante.

C’est une pomme de terre de bonne tenue a la cuiEfe est conseillée pour les frites,
pomme vapeur, purées et potages...c’est une pomiegrdegpolyvalente

C’est une variété vigoureuse, tres productive. [Bohest dressé et assez haut. Elle s’adapte
bien a la culture en climat chaud.

- La pomme de terre 'Désirée' a une saveur typgerément sucrée.

Ses tubercules allongés, de gros calibre, ontalieegeau rouge. Sa chair est jaune,
légerement farineuse, tout en restant fondante.

C’est une pomme de terre de trés bonne tenueladson, d’autant plus qu’elle ne noircit pas
une fois cuite. Elle est conseillée pour les frifrgrées et potages...

Il s’agit de deux variétés de pomme de terre (Sotanberosum): Variétépuntaet la variété

désirée dont les caractéristiques sont mentiorsn¢es/eau du tableau suivant :



Tableaux n° :02 caractéristiques des deux
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variétés de pommededtidiées

Variété Spunta

Variété Désirée

Plante: Taille haute, port dressé, typ®lante: courte a moyenne, semi-dressée a

rameux étalée, vigoureuse ; tiges épaisses, [non
ramifiées, courbées aux nceuds; nceuds et
entre-noeuds rouge-pourpre ; ailes larges,
droit et pigmentées

Germe: Violet, conique, pilosité moyenne | Germes: cylindrique, trés pubescents ; base
rose, fortement pigmentée ; apex légerement
pigmentées

Feuille Vert franc, peu divisée, mi-Feuille: vert-gris mat, ouvertes,

ouverte ; foliole moyenne, ovale arrondnoyennement longues, rigides; nervures

(I=1.61) ; limbe cloqué médianes

Fleur: Blanche, bouton floral partiellemenEleur: nombreuses ; grande corolle rose avec

pigmenté. des point blanches et une étoile blanc

verdatre ; pédoncules long et rougeatres

Maturité : tardif

Maturité: mi- précoce

Tubercule: Oblong allongé, régulier, yeu

tres superficiels, peau jaune, chair jaune

XTubercule: longs ovales, moyens a gro
peau rouge et lisse ; yeux superficiels a

profonds ; chair jaune pale.

mi-

1.1.2. Matériel et produit utilisés dans I'expérimatation

Le matériel utilisé durant I'expérimentati

onamcerné essentiellement : la balance de

précision (0,01g) , un pH — métre , papiers filirdes verres pour placer les instruments dans

I'alcool, un bucher (ou récipient servent de

polebgldes pinces, des lames et un bec

bunsen .Tous les instruments utilisés ont étdistsiau préalable a I'étuve a 120C° pendant



24 heures avec le soin de les envelopper avecplarpdes boites de pétri sont stérilisées a
I'étuve apres avoir été enveloppées a I' aluminium.

L’eau distillée a été stérilisée dans l'autoel@avune température 120C° pendant 20minutes
a une pression d’'un bar .Eau de javel 13° diluééadmaniere suivante : 1/3 eau de javel
13°+2/3 eau distillée. On utilisé aussi de l'alc@gthanol), des gobelets, transparent et des

pots en plastics avec de la tourbe noire.

1.2. Méthode
1.2.1. Préparation du matériel végétal pour la prodction des germes:

Les plantes des tubercules doivent étre migebscurité a une température ambiante de
18a20C°. Dans ces conditions les germes s’allorigentns des autres, ainsi la stérilisation
des germes sera meilleure et le découpage desgdans chaque plant sera facile. On a
utilisé des tubercules déja germeés en estimanlaguariété Spunta (VS) avait un stade
physiologique moins avancé (les germes sont phgsoen comparaison a la variété déesirée
(VD) avec I'age physiologique moins avancé (germertctrapus).

1.2.2. Préparation des solutions —meres des miliede culture:

La solution minérale utilisée dans notre expériragon est celle dAMURACHIGE et
SKOOG in (1962) ; elle contient aussi bien des macroéfémgue des micro-€léments. On
signale que les macros-éléments, aussi bien detss —meres a part .quant aux vitamines
de MOREL(1951) sont préparées seules dans unesalti&on.

Le milieu MURASHIGE et SKOOG(ou milieu MS ou M$@&st un milieu de culture utilisé
dans les élaborations de biotechnologie végétale lpaulture de cellules ou de tissus de
plante. Le milieu MS a été mis au point par lessptipgistes Toshio MURASHIGE et
SKOOG, alors que MURASHIGE effectuait des rechesgi@ur trouver un nouveau
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Les éléments minéraux utilisés sont:
-Macroélément: interviennent en grande quantité ; il s’agit degdi05) éléments présent a
des concentrations éleves comme il est montre ldahsbleau 03.
- Microéléments : appelés parfois oligo-élément, et bien qu’ils oiest nécessaire a la
plante qu’en faible concentration, leur réle eseesiel pour la croissance et le

développement Tableau03.



La présence du Fer est nécessaire pour lasaraie des plantes et est ajouté sous une

forme chélates a concentration de 10a 30 mg/Beit (0.06 a 0.20.10°-3mole de Fer),comme

le montre le Tableau

Tableau n°3: composition en éléments minéraux de milieu de cailttilisés(MS)

Solution MS MS Concentration Prélevement
Macroélément Mg/l | g/1
NH4NO3Nitrate 1650 | 1650%20/1000=33
d’ammonium
KNO sNitrate de| 1900 | 1900x20/100=38 x20 1000/20+50m!
potassium
CaCl2, 2h2ochlorure 440 440%x20/100=8.8
de calcium
KH,PO, phosphate 170 170x20/1000=3.4
mono potassique
MgScs, 7H2Csulfate| 370 370x20/1000=7.4
de magnésium
Microéléments Mg/l | Mg/l | g/1 g/l
MnSos, H20 22.3 | 22.3 | 22.3x50/1000=0.115 1.115 <50 1000/50=20m|
Sulfate de
manganese
H3Bos acide| 6.2 6.2 6.2x50/1000=0.31 0.31
hariniie
Matériel et Méthodes
de zinc
Kl, iodure de 0.83 | 0.83 | 0.83x50/1000=0.0415 0.0415
potassium
NaxM 04, H20 0.25 | 0.25 | 0.25x50/1000=0.0125 0.0125
Molybdate de
sodium
CuSq, 5H20 0.025 | 0.025| 0.025x50/1000=0.00125 0.00125




Sulfate de cuivre

CoCl,, 6H20

Chlorure de cobalt

0.025

0.025| 0.025x50/1000=0.

00125 0.00125

Tableau n° 4 ia solution stock de Fer EDTA

concentration

Prélevement

Eléments Mg/1 g/1

NaEDTA EDTA | 37.25 37.25x100/1000=2.72
dis sodique

FeSs 7H0O 27.85 27.35%100/1000=2.7

5

100

35

1000/100=10ml

Pour les éléments organiques, on a:

Le sucre : dans le casde tissus végétaux placésulture in vitro , l'assimilation

chlorophyllienne est nulle ou insuffisante pouruass la survie et le développement de

I'explant .des lors , on ajoute des sucre , le ptusvent du saccharose a une concentration de

20g/1 ,aux milieux de culture pour fournir a I'eapt une source de carbone .dans la nature

les sures sont photo synthétisés a partie du ghnrigue atmosphérique et de I'eau du sol .

-les vitamines : I'emploi de déverses vitaminesofase fréquemment le développement des

cultures in vitro ; elle appartient essentiellemamtgroupe B .les concentrations vitaminique

sont rapportées dafestableau n°5.
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Tableau n°05:solution vitaminique de MS

Vitamines [g/1] x100 [g/1] Prélévement
Panthoténate del 1x100/100 1

calcium

M&so inositol 0.1 0.1x100/10q 10 100/100-1
Biotine 0.01 0.01x100/1000.01

Acide nicotinique 0.05 0.05%x100/10®.05

Pyridoxine (vitB6) | 0.01 0.01x100/1000.01

Thiamine (vitB1) 0.05 0.05%100/10®.05

1.2.3. Préparation du matériel végétal de départ :

a. Stérilisation du matériel végétal

Les germes pris sur les tubercules sont lavésau lte robinet pour les débarrasser des
poussieres aux toutes autres impuretés .la stdioiis des germes est faite par le trempage
dans l'alcool (éthanol) pendant 05 secondes puis dae solution diluée de I'eau d’javel (2/3
de I'eau distillée et 1/3 de I'eau d’javel pureendant 15 minutes .puis ;on rince les germes 3
fois a I'eau distillée stérilisée pour éliminer tedrace des I'hypochlorite.

b. Découpage des germes en boutures

Les germes de 15 cm comme le montre la Figure sP#i@ssous sont découpés en autant de
boutures qu'’il y a de nceuds, donc chaque bouturderd un bourgeon. Lors du découpage
on doit prendre soins de découper les germes jaatedessus des noeuds sans trop s’en
approche pour éviter tout risque de desséchemedtabimer le bourgeon. Cette méthode de
découpage nous permet de distinguer le haut deoldute de son bas au moment du
repiquage en tube. L’isolement du bourgeon de é&pride de la plante le libére de la
dominance du bourgeon apical, ce qui facilité séwetbppement en une plantule feuillée s’il

est placé dans des conditions favorables.
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Figure n°1@tapes de boutures

1.2.4. Repiquage des implants en tubes:

a. Conditions aseptiques

Le découpage des germes ainsi que le repiquagbodegres en tubes doit se faire dans la
condition les plus aseptiques possibles. De ce daitdoit travailler sous une hotte stérile a

flux laminaire horizontale et a proximité d’'un bbenzene avant chague manipulation ; la
pillasse de la hotte est nettoyée par I'eau dd,jawes a I'alcool .ensuite le matériel végétal

est disposé sur une boite de pétrie stérile qumnge chaque fois qu'on conge de gemmes
ou des plantules ; les pinces et les bistouris #amibés a I'alcool autant de fois qu’ils seront

utilisés.

b. Repiquage proprement dit

Les boutures de germes ou de plantules obtenugrandécoupés sont repiquées dans des
tubes a essai (figure n°9), ci-dessous on prerans s'ouvrir et de fermer les tubes a essai a
proximité de la flamme pour éviter que les gernoeminpignons, bactéries) ne pénétrent dans
les tubes ou , ils développent des colonies quemgéle développent des boutures .chaque
bouture est introduit dans le milieu jusqu’au nivela bourgeon.au moment du repiquage, on
élimine les plantules issus de tubes infectés gotier la propagation de I'infection et on

élimine aussi les plantules chétives ou , présentaine morphologie anormale.
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Figure n° 19: mise en culture ( pommes de terre )

c. condition de la cambre de culture :

Les tubes contrant chacun une bouture sont plagesaharme de culture dans laquelle la
photopériode est réglée pour une 16 heures deflemi& h d’obscurité. Pour favoriser le
développement végétatif. L'éclairage est assur@eatampes a néon disposées a environ 40
cm au-dessus des tubes et la température doitglee de 20a 25C°.

d. phase d’acclimatation:

L’acclimatation est la phase nécessaire comme tiondiour le vitro-plant qui se trouve
totalement dans une ambiance artificielle. Ou ligms un milieu nouveau pour qu’il puisse
utiliser ses propres mécanismes naturels.

e. transplantation des vitro plants vers les pots:

Elle et appliquée pour les vitro plants qui soahsiplantés vers les pots avec les conditions
suivants:

-Nettoyage et désinfection de la serre en verre ded’eau et I'eau de d’javel

-Lavage et désinfection des pots.

-Lavage et désinfection des égouttoirs.

-stérilisation de terreau (substrat)

-Transfer des 2400 pots vers la serrer en verre

-Remplissage des pots avec de terreau (1/3), dgaisfiond (NPK 8,10 ,30)
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-Traitement des substrats avec un nématicide,ageodes pots avec I'eau, traitement de
terreau avec un mélange des insecticide et degcfdag, transplantation des vitro-plants

dans les pots par les spatules.

-Installation le systéme goute a goute (emplacemesrdgouttoirs) et irrigation selon la
demande de végeétation.

-Elaboration d’un calandré de traitement phytosam@tpendent le cycle de vie de pomme de
terre (4mois).

-Visite de la culture chaque jour.

-20 jour aprés I'acclimatation nous faisons le boage (2/3) pour favorise I'émission de
nouveau stolons pour augmenter le rendement, peAdanis de développement de la
pomme de terre nous faisons des traitements (ingkxfongicide) par alternance semaine.
-Avant une semaine de récolte arrét d'irrigatiofaétun traitement fongicide (a basse cuivre).
- défanage (coupe la partie aérien de la plargggdole (ramassage les munies tubercule GO).
-Lavage des semences, triage en cing calibre dift¢r15,15-20,20-25,25-30, <30),
traitement les semences avec de mélange de foagitidsecticide.

-Stockages des semences dans la chambre froid3°ae80ultives les semences GO dans la
serre insecte proof pour produire Glet transfaagesémences vert les fermes pilote.

1.2.5. Notation des étapes d’expérimentation :

Plusieurs notations sont réalisées pendant lesétapes essentielles de I'expérimentation :
1.2.5.1. Phase de croissance en tube a essais:

Ces natations concernent la croissance et le dgvetoent des plantules en premier et
deuxieme repiquage des boutures (étape 1 et etafi@@Pombrement du nombre moyen des
feuilles des vitro-plants, mesures de la longueoyanne des tiges des vitre-plant et mesure
de la longueur moyenne des feuilles simples et csdgs des vitro-plants.

1.2.5.2. Observation :

Elles de son sur les parametres de croissarae développement. A chaque étape et

apreés deux mois de repiquage des boutures desvddaatés de pomme de terre, des mesures
ont été réalisées sur quelques parcomeétres deoggpeshent et de croissances sur les vitro-
plant. Il s’agit de la longueur de la tige et lemiye des feuilles par vitro-plant (aprés leurs
mises en place dans des pots comme le montreulee fif20 ci-dessous.

On rappelle que la premiere mesure sur ladengdes tiges des deux variétés utilisées de
pomme de terre a eu lieu I€7jour du transfert et transplantation dans des gpatée
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substrat qui est une tourbe noire. La seconde masuiie nombre des feuilles est effectuée

30 et 60 jour aprés transplantation.

Figure n° 20Développement des vitro-plants acclimatés.
1.2.6. Méthode d’analyse

L’analyse des données est faite en utilisatdgiciel Excel pour suivre I'évolution de la
variation des parametres : longueur de la tigephabre des feuilles simples et composées
ainsi que le parametre calibrage en fonction dubrerde jours de plantation.

Le test de student au seuil5leet 1 /-et dont le principe se base sur I'analyse des
moyennes est utilisé uniguement pour les paramigtngsieur de la tige et nombre des
Feuilles composées qui ont montré des signification
Résultats obtenus ont porté sur les parametreutangles tiges et le nombre des feuilles

(simple et composées) .
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Résultats et discussion :

1/cas de la variété désiré:

1.1./aprés deux jours delantation (Tab.01, Annexe 1)
La figureO1 ci-dessous montre que le paramLmT début par une valeur minimale
1.2 cma une valeur maximale 3.3cmen donnant un nombre de feuilles simiNfs allant

De 3a7 etun nombre de feuille composNfc=0.

4 -

BLlmT
3 A H NFs
2 -
1 -
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Figure n°01: variation de la longueur moyenne de la tige, dulrende feuilles simples

Composées par plant apf&&jours de plantatior.
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2/ cas de la variétéspunte

2.1./apres deux jours delantation (Tab.01, Annexe 2)
La figure 02 cdessous montre que le paramLmT début par une valeur minimale
1.5 cma une valeur maximale 3.7cmen donnant un nombre de feuilles simples Nfs a

deda8et un nombre de feuille composNfc=0.

4 - mLmT
B NFs

Figure.02: variation de la longueur moyenne de la tige, dulorende feuilles composées

Composées par plant apf&&jours de plantatior.
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1.2./aprées trente jours de plantation (Tab.03, Annee 02

La figureO3a et 03bci-dessous montre que le paramiLmT début par une valel
minimale de7.5 cma une valeur maximale 13cmen donnant un nombre de feuilles simy
Nfs allant de5a9et un nombre de feuille composNfc=06.

14 A

12

10 A

mLlmT

6 - B NFs

Figure.03a: variation de la longueur moyenne de la tige, dulorende feuilles simple pi
plant aprég0jours de plantatior.
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Figure.03b: variation de la longueur moyenne de la tige, dulmende feuilles composé
par plant apré80jours de plantatior.

2.2/apres trente jours de plantation (Tab.04, Annex 02

La figureO4a et 04bci-dessous montre que le paramLmT début par une valel
minimale de9.5 cma une valeur maximale 16cmen donnant un nombre de feuilles simy
Nfs allant de5a9et un nombre de feuille composNfc=06.

16 -

14 -

12 A

10 -
g - HLmT

6 - W NFs

Figure.04b: variation de la longueur moyenne de la tige, dulm@nde feuilles simple pi
plant aprég0jours de plantatior

16 -

14 -

12 -

10 -

8 - mLmT
6 1 m NFs
4 -

2 -

0 . . . . . . : . : .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figure.04b: variation de la longueur moyenne de la tige, dulmende feuilles composé
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par plant apré80jours de plantatior

1.3/apres soixantgours de plantation (Tab.04, Annexe 01

La figureO5a et 05hbci-dessous montre que le paramiLmT début par une valel

Minimale del5 cma une valeur maximale 37cmen donnant un nombre de feuilles simg

Nfs allant de2a8et un nombre de feuille composNfc=06.

Figure.05a: variation de la longueur moyel de la tige, du nombre de feuilles simple

plant apré$0jours de plantation
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Figure.05b: variation de la longueur moyenne de la tige, du rende feuilles composé
par plant apré60jours de plantaion

2.3/apres soixante jours de plantation (Tab.04, Arexe 01

La figureO6a et 06hci-dessous montre que le paramiLmT début par une valel
minimale del6 cma une valeur maximale 37cmen donnant un nombre de feuilles simg

Nfs allant de3a8etun nombre de feuille composNfc=12

40 +

35 A

30 A

25 A

20 mLmT

15 | m NFs

10 -

Figure.06a: variation de la longueur moyenne de la tigenambre de feuilles simple p
plant aprée$0jours de plantatior
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Figure.06b: variation de la longueur moyenne de la tige, dmnim@ de feuilles composées

par plant apre§0jours de plantation

2- Résultats et discutions

L'application de la technique in vitro chez les deux variétésirde espuntaa montré
l'indication suivante :

- Il'y a une meilleure reprise des plants dansilemMS

- La majorité des explants ont montrée une augrtientde la vitesse de croissance moyenne
allant de 3,3a 36 cm/j chez la variété désirée |€eab 06si dessous)pour une période allant
de 2 jours a 60 jours.

Ces valeurs rejoignent les résultatdN@WBUTH et al. 005)obtenu sou le méme milieu
MS

Tableau n° & Mesure de la vitesse de croissance moyenne @sfiges des deux variétés

dans le milieu MS.

Variété
2j 30j 60 j
Temps (j)
Spunta 3,7 16 37
Désirée 3,3 13 36

1-1 - Parametre longues des tiges

La bonne élongation des tiges dans le milM8 est dus a la présence de N en
concentration élevées ainsi celle duQe sont deux éléments chimique essentiels pour la
production des maniéres vivantes.

Le teste T de student a révélé de variancike€gians la longueur de la tige entre les deux
variétés dans le milieu MS aprés 60 jrs .Ces diffée sont expliquées par la capacité de
régénération de chaque variété (tableadessouspn doit noter que la variétés Désiree a
toujours donné de faible longueurs qui corresponédllas confirmées par JRRETet 4980)

pour le méme MSTableau . Annexe 01 etp
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Tableau n° 7 :Test d'égalité des espérances deux observatioraridace égales

Spunta Désiree
Moyenne 28,40 27,41
Statistique 0,30
P (T<=t) bilatéral 0,76
Valeur critique de t|2,09
(bilatéral )

2-1 ParametresLmT, Nbrfs, et Lf des individus des €lux variétés désirée espunta

(Apres 2 jours de plantation):

Le teste T de student a révélé de variances édatesla longueurs des tiges de plantation, et
le nombre de ramifications simple et longueur daslies entre les deux variétés dans le

milieu MS apres 2 jours de plantation (Tableadassous)

Tableau n° 8Test t a deux échantillons des parameétres LmT,aNdirEf des individus des

Deux variétés

Variétés désirée spunta(apres 02 jours de plantation)

spunta désirée Statistique t P
Longueur moyenne des tiges| 2,370 2,780 -1,22 0,2410n
Nombre de ramifications 5,80 4,80 -1,97 0,064ns
simple
Longueur des feuilles 0,270 0,140 -0,43 0,676ns

2-2ParameéetresLmT, Nbrfs, Nbfc et Lf des individus

@s deux variétés désirée et

spuntdApres 30 jours de plantation ):
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le teste T de student a révélé de variance édales le nombre de ramification des feuilles
composeées, longueur moyennes des tiges, nombresndfcation simple et longueur des
feuilles entre les deux variété désirésmintaAprés 30 jours de plantation tableau s dessus
Tableau n°9Test T a deux échantillons des parameétres LmTsnbhbrfc et Lf des individus

des deux variétés désiréesptinta pres 30 jours de plantation)

Spunta désirée Statistique t P
Longueur moyenne des tiges 12,93 10,22 -2,99 0,008**
Nombre de ramifications simple | 7,80 6,80 -2,99 0,064ns
Nombre de ramifications feuilles| 4,70 3,80 -0,96 0,352ns
composées
Longueur des feuilles 1,45 1,25 -0,10 0,918ns

2-3- ParameétresLmT , Nbrfs ,Nbfc et Lf des individs des deux variétés désirée et

spuntgApres 60 jours de plantation )

Pour ces paramétres, les meilleures valeurs en msnde ramifications feuilles simples,
nombre de ramifications feuilles composées, Louoguaes feuilles, Longueur moyenne des
tiges sont obtenues avec le milieu MS, pour unegérallant de 30a 60 jours pour les deux
variétés.

Le teste T de student a révélé de varianceeggddns le nombre de ramification des
feuilles composées, longueur moyennes des tigeshmes de ramification simple et longueur
des feuilles entre les deux variétés désirégpantaipres60 jours de plantation tableau s

dessus.



Chapitre 2

Résultatsliscussion

Tableau n°10Test T a deux échantillons des paramétres LmT , d\blibrfc et Lf des
individus des deux variétés désirésminta(apres 60 jours de plantatjon

spunta désirée Statistique t P
Longueur moyenne des tiges 28,40 27,41 -0,30 0,769ns
Nombre de ramifications simple 4,30 3,80 -0,62 0,541ns
Nombre de ramifications feuilles| 7,60 6,00 T=-1,37 0,188ns
composees
Nombre de feuilles simples 0,60 0,50 -0,13 0,900ns
Nombre de feuilles composées 0,90 0,80 |-0,08 0,935ns




Conclusion :

En temps actuel, I'utilisation de la techniquecdéure in vitro pour la production de
semences chez la pomme de terre, constitue umeadite trés importante qui ne cesse
d’évoluer pour substituer les techniques classigmgendrant des probléemes d’aspects
divers. Sa généralisation se justifie principalenpam son faible colt économique et son
efficacité dans la production de plants de meiegualité phytosanitaire en un temps

largement plus réduit.

D'apres | 'étude des parametres de croissamemeda croissance de tiges et le nombre de
feuilles et a travers les résultats obtenus sux gariété de pomme de terqgustaet Désiré
dans le milieu MS Murashing et SKOOG,1962) ¢ce dernier parait le plus favorables

Quand a l'acclimatation , nous avons acclimatévdesplants su un substrat constitué
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