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“Though I do not believe
that a plant will spring up
where no seed has been,
I have great faith in a seed.
Convince me that you have a seed there,

and I am prepared to expect wonders.”
Henry David Thoreau
[The Succession of Forest Trees, 1887]
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Introduction

La pomme de terreSplanum tuberosunh.) est une plante herbacée tubéreuse
originaire d’Amérique latine. Sa production mondia’éleve a 340 millions de tonnes en
2010 sur prés de 18,4 millions d’hectares (ANONYMH11), ce qui lui confere la
cinquiéme plante cultivée apres la canne a suerepdis, le blé et le riz. En plus de son
importance dans [lalimentation, la pomme de terrst @ussi utilisée par voies
biotechnologiques dans la production des vaccingrede diabéte et I'hnépatite (ARAKAWA
et al., 1999). Dans la pratiqgue agricole, le cycle de pctidn de la pomme de terre est
principalement veégétatif, les tubercules produinstituant a la fois un organe de
reproduction asexuée, la partie alimentaire dddate et aussi une matiere premiére pour la
transformation industrielle (ELLISSECHE, 2008).

La production de pomme de terre en Algérie ne fadttipas les besoins du
consommateur, ce qui fait de nous un pays depergai€tranger surtout en matiere de
semence. Ces semences importées ne présentenboypantslies qualités requises et leur
génotype n’est pas toujours conforme a nos comditié@daphoclimatiqgues. De méme la
semence peut présenter quelques contaminationsugucelle-ci est trés connue par sa
sensibilité a de nombreuses infections qui lui soahsmises a chaque génération par le
tubercule et pour lequel aucune lutte chimiquetmpessible. La question de I'impact de ces
traitements sur I'environnement est aujourd’hugéament posée d’ou I'intérét de trouver des
solutions génétiques durables (CHAUVINagt 2008).

La flambée des prix de la pomme de terre, ces @@niannées en Algérie a atteint des
proportions telles que nombre de consommateursupyrimé dans leur ration alimentaire ce
légume. Pourtant, dans les traditions culinairegeAénnes, cet aliment occupe une place de
choix. L'une des causes est celle liee a la dinonude la superficie plantée dans le cadre du
programme. Cela est d0 a la difficulté rencontréarg’achat de la semence sur le marché

International.

Pour remédier a cette situation, plusieurs pays iotroduit les techniques de
micropropagation et de microtubérisation dans Ustde de production de semences, ces
techniques restent encore peu utilisées en Algpaes ce cadre, il était intéressant d’étudier

la microtubérisation afin de produire des microteh&es, qui peuvent étre considérés comme



la semence du future en raison de leur grandeééugibur I'agriculture: c’est leur petite taille
qui fait leur avantage de sorte qu'on peut les ennes pour une longue durée jusqu’au
moment de leur utilisation, on peut aussi les frarter d’'une région a 'autre et sans aucune
difficulté et les produire a n'importe quelle épeqle 'année (FOUARGE, 1994).

La microtubérisation de la pomme de terre, a falbjét de plusieurs travaux. Ces
travaux ont visé les facteurs commandant le praseds microtubérisation. Le saccharose et
les régulateurs de croissance semblent stimuleproeessus (BANFALVlet al, 1997
VREUGDENHIL etal., 1998) soit qu’ils sont seuls ou en interactivacad’autres parametres
tels que la température (AKITAet TAKAYAMA, 1994 ; GOPAL et al, 1998), la
photopériode (SEABROOKet al, 1993 ; PRUSKIet al, 2001), lintensité lumineuse
(GOPAL etal., 1997,1998), la nutrition azotée (ZARABEIT& al, 1997) ou la quantité de
potassium dans le milieu de culture (NABSARKAR, 1998). Comme la composition du
milieu de culture le génotype a aussi influencénlarotubérisation (TABOREt al, 1999 ;
COLEMAN et COLEMAN, 2000), il en est de méme pour I'age phiggiaque du tubercule
(VILLAFRANCA et al, 1998) et la position de l'explant (CHARLE& al, 1995).
Cependant, les recherches récentes ont introdeinaavelle technique de microtubérisation,
cette technique utilise le bioréacteur comme nounsraducteur de microtubercules et dont le
milieu est liquide (YUet al, 2000 ; XUAN CHUN PIAOet al, 2003). Les microtubercules
produits ont été utilisé pour la production de iibércules et de ce fait les introduire dans le
programme de production de semence (LOMMEN, 1988M et al, 1999 ; STRUIKet
WIERSEMA, 1999b).

Aussi, le travail que nous avons proposé s'ingtaiis cette perspective, il consiste a
la maitrise des techniques de régénération degsaaritieres de pomme de terre a partir des
méristémes, indemnes de toutes maladies transiessike travail entrepris vise une
substitution des milieux de culture chimiques pas golutions nutritives confectionnées a
partir des rejets alimentaires ménagers pour laapiopagation de cette espéce. L'aspect du
ce travail, englobe un ensemble de manipulatiaites dans un but d’'une réduction du co(t
economique engendré par cette pratique tout enucsanat a la contribution au recyclage et la
valorisation des déchets, dont I'importance écajogin’est pas a démontrer d’'une part.
D’autre part, d’'apporter une meilleure connaissateé physiologie de la microtubérisation,
d’améliorer I'état sanitaire des semences et diibtdes microtubercules (vitrotubercules) de

meilleure grosseur, dans un temps plus court,ukmermet aussi de les améliorer du point de



vue qualitatif et quantitatif et de ce fait lesrottuire dans le schéma de production de

semences dans l'industrie agricole.

Afin de réaliser ces objectifs : notre travail $'atelé a étudier la microtubérisation en
utilisant les techniques de cultuiasvitro et en se basant sur I'effet du génotype, du mdieu

culture et de la photopériode.

Pour mener & bien notre étude, on a utilisé deugtéa de pomme de terre, & savoir
Désiréeet Spunta Celles-ci vont étre cultivées pour deux subcehlurla premiére concerne
la micropropagation qui a pour but I'obtention degoplants sains ainsi qu’'un nombre
suffisant de microboutures et voir I'effet des miilx confectionnés a partir des résidus des
végétaux sur la croissance de ces deux variétgmuhme de terret la seconde, c’est la

microtubérisation pour produire des microtubercules
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|. Généralités sur la pomme de terre
l.1. Historique de la pomme de terre

La pomme de terre a pris naissance dans les payssagt plus particulierement prés
de Littoral du Pérou, 8000 a 9000 ans avant JClrass I'ont cultivé sous le nom de papa et
elle porte toujours ce nom en Amérique latine. keses les plus riches en especes sont le
centre du Mexique. L’habitat s’étage de 0 a 4006t megroupe des zones de type arbustifs et
prairials (ANONYME, 2000). Il n’y a pas de documesxutr la date précise d’arrivée de cette
plante sur I'Europe, il est probable qu'a I'époqpersonne n’imaginait I'importance que
pourrait prendre cette production agricole. On petependant que la pomme de terre arriva
quelque années avant la fin du X¥Asiécle et ceci par deux entrées; la premiére 5sp
vers 1570 et la seconde les iles Britanniques (1583) (ROUSSELLEet al, 1996).

En Algérie, la pomme de terre a probablement, @i@®duite une premiere fois au
XVI®™ sigcle par les Maures andalous qui ont propagé@ué®s cultures dans la région :
tomate, poivron, mais, tabac puis elle est tomiaes doubli n'ayant pas suscité d’intérét.
Dans la deuxiéme moitié du Xf%®siécle, les colons vont la cultiver pour leur wsazpr les
algériens y sont réticents malgreé les disettesemsives. C’est la derniére grande famine des
années 30/40 qui viendra a bout de cette oppogiEZIANE, 1991).

|.2. Taxonomie et origine

La pomme de terreSplanum tuberosurh.) appartient a la famille des Solanacées,
genreSolanum(QUEZEL et SANTA, 1963)comprend 1000 especes dont plus de 200 sont
tubéreuses (DOREt al .,2006 ; HAWKES ,1990) , on pensait autrefois cagpdbmme de
terre était issue d’'une plante sauvage uniquepdesS tuberosumdes 1929, les botanistes
avaient montré que cette origine était plus completxque I'on retrouvait parmi les ancétres
des especes de pomme de terre cultivés, des ptamteages différentes (ROUSSELeEal,
1992 ; DOREet al, 2006).

L’espéce cultivée dans nos régionSplanum tuberosuni. subsp tuberosum
comprend plusieurs centaines de variétés diffépantla forme, la couleur, la texture ou

encore par le contenu en amidon des tubercules.



Sa classification exhaustive est présentédHpaVKES, 1990 :
#Regne MétaphytegVégétaux supérieurs)
#EmbranchementSpermatophytes
% Sous-embranchemenfngiospermes
#Classe : Dicotylédones
# Sous-classeAsteridae
#Ordre : Polemoniales
#Famille :Solanaceae
#Genre SolanuniL.

# Sous-Genre Potatoe(G. Don) D’Arcy
# Section PetotaDumort

# Sous-section Potatoae

# Super-série Rotata

# Série/Groupe Tuberosgcultivées)
#Espece tuberosum

# Sous-especetuberosum

La figure n°1 représente I'origine génétique dgmess cultivées de pomme de terre.
(HAWKES, 1990) propose une hypothese qui donBet@berosunune nature allo tétraploide
issue d’un amphidiploide ent&sparsipilunet S.stenotomuniMais d’autres auteurs pensent
gu’il s'agit d’'un autotétraploide compte tenu d& somportement cytogénétique, IWANGA
et PELOQUIN, (1982) expliguent que l'espece sempparue grace a la présence de

diplogametes chez les ancétres.

HOSAKE (1986) étaye cette hypothése par I'analyge ADN chloroplastiques.
L’espéce cultivée actuellement dans notre régigaitsene sous-espece (tétraploide 2n=48)
dérivant d'une autre sous-espessp.andigenapar seélection au fil des siecles pour
'adaptation au jour long (ROUSSELLE al, 1992).
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Figure n°1 : Origine des espéces cultivées de pomme de tertani8o sp). (D’'apres

HAWKES, 1981 in ROSS ,1986).

|.3. Description Botanique

La plante est une espece herbacée vivace par loesiles mais cultivée en culture
annuelle selon ROUSSELL&# al.,(1996). La plante comporte a la fois des tigescaées et
des tiges souterraines (DARPOWXDEBELLEY, 1967). Les males sont stériles (environ
1/3 des variétés). Les fruits sont des baies quivegr contenir jusqu'a 200 graines. Les
tubercules sont a la fois I'organe de multiplicated de consommation. Tous ses caractéres
morphologiques sont tres variables et sont unect@&istique variétale plus ou moins
influencée par le milieu (GALLAIS et BANNEROT, 1992

1.3.1. Description de I'’Appareil aérien

L’appareil aérien est constitué de plusieurs tigescipales souvent ailées, la plante
adoptant avec I'age un port plus ou moins étaléa@téristique variétale). Les feuilles sont

alternes, composées imparipennées et comporteni de 15 grandes folioles latérales



primaires flanquées de folioles secondaires, delésl intercalaires et de foliolules se
distinguant par leur mode d’insertion sur le ragROUSSELLEet al, 1996). Les fleurs sont

souvent stériles. La production de fruit (baie sgju) est donc généralement rare.
1.3.2. Description de I’Appareil souterrain

L’appareil souterrain comprend le tubercule meressdehé, les stolons (tiges
souterraines diagéotropes) portant éventuellemest tbercules fils dans leur région
subapicale ainsi que des racines adventives (ROUISSEt al, 1996). Il représente la partie
la plus intéressante de la plante puisqu’on y tedeg tubercules qui conferent a la pomme de
terre sa valeur alimentaire. Cultivé pour la cons@tion, pour la transformation ou comme
semence, le tubercule représente environ 75 a & %a matiére séche totale de la plante
(ROUSSELLEet al, 1996).

[.3.2.1 Structure externe du tubercule

A l'extrémité apicale du tubercule, ou couronnejreave le bourgeon terminal ou
apical tandis qu’a I'opposé, du coté proximal,reee le point d’attache du stolon, 'ombilic
(Fig.2). Les yeux, disposés régulierement sur le tubersuieant une phyllotaxie spiralée
(Fig.2), correspondent a I'emplacement des bourgeonsa®dl Des lenticelles parcourent la
surface du tubercule et jouent un rble essenties ¢harespiration du tubercule (ROUSSELLE
et al, 1996).

[.3.2.2 Structure interne du tubercule

En coupe longitudinale d’'un tubercule mat(ffey.2), on distingue de I'extérieur vers
lintérieur : le périderme, le cortex ou parenchyougtical, 'anneau vasculaire composé de
phloéme externe, de xyleme et de parenchyme vastu@n peut également remarquer la
zone périmédullaire ou parenchyme périmédullairgtarmant le phloéme interne et enfin, la
moelle ou parenchyme médulla{feég. 2) (ROUSSELLEet al, 1996).

Les différents parenchymes (cortical, périvascalaipérimédullaire, meédullaire)
contiennent de grandes quantités de grains d’angdodifférent par leur taille (diametre de
7 & 32um) et leur forme (ovoide, sphérique) (ROUSSEIdtl, 1996).
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Figure n°2 : Caractéristiques morphologiques de la pomme de & rcycle végétatif.

(SOLTNER, 2005a).




I.4 Cycle de reproduction et physiologie

1.4.1. Cycle sexué

Le fruit est une baie sphérique ou ovoide de IcarBimetres de diametre, il contient
généralement plusieurs dizaines de graines (BERNBPB\RL998), et peut contenir jusqu’a
200 graines (ROUSSELLEt al, 1992).

La pomme de terre est tres peu reproduite paregalans la pratique agricole, cependant la
graine est I'outil de création variétale (SOLTNERQ5a).

La germination est épigée et les cotylédons somtépoau-dessus du sol par le
développement de I'hypocotyle. En conditions fattes, quand la jeune plante a seulement
guelques centimetres de hauteur, les stolons comenea se développer d’abord au niveau
des cotylédons puis aux aisselles situées au- slestssienfoncent dans le sol pour donner des
tubercules (BERNHARDS, 1998).

1.4.2. Cycle végétatif

Le tubercule n'est pas seulement un organe devigseest aussi un organe qui sert a
la multiplication végétative. Cette derniere seodé en quatre étapes :

- Ladormance

- La germination

- La croissance

- La tubérisation
[.4.2.1. dormance

Apres la récolte, la plupart des variétés de pomaeeterre traversent une période ou
le tubercule ne germe pas, quelles que soientdedittons de température, d’éclairage et
d’humidité. Il s’agit de la période de dormancesa&tdurée dépend beaucoup de la variété et
des conditions d’entreposage, et surtout de la éemtppre (PERON, 2006). Pour hater la
germination, on peut traiter chimiguement les tabls de semence ou les exposer

alternativement a des températures élevées eth@NONYME, 2003).
1.4.2.2. germination

Selon ELLISSECHE (2008), lorsqu'un tubercule esicel dans des conditions
d'environnement favorables (16-20°C, 60-80% d'hiténietlative) aussitét apres la fin de son

repos vegetatif, il commence a germer. Aprés unaluéen physiologique interne les



tubercules deviennent capables d’émettre des bouosgeine évolution interne du tubercule

conduit d’abord a un seul germe qui se développtheent et dans ce cas c’est toujours le
germe issu du bourgeon terminal qui inhibe lesesutvourgeons : ce phénoméne est la
dominance apicale (SOLTNER, 2005a). Puis un petibltre de germes a croissance rapide
se développent. Ensuite un nombre de plus en fgué e germes démarrent, traduisant une
perte progressive de la dominance apicale. llsosigént lentement, se ramifient, deviennent
filiformes et finalement tubérisent. (BERNHARDS 9H).

1.4.2.3. croissance

Une fois le tubercule mis en terre au stade phygiqle adéquat, les germes se
transforment en dessous du sol en tiges herbacéesues de feuilles ce qui rend la plante
autotrophe dés que la surface foliaire atteint 830 cm? (ROUSSELLE etl., 1996). Les
bourgeons axillaires donnent, au dessus du solralegaux, et en dessous, des stolons
(SOLTNER, 2005a).

1.4.2.4. tubérisation

Le tubercule est la justification économique deudure de pomme de terre puisqu'’il
constitue la partie alimentaire de la plante etr&me temps, son organe de propagation le
plus fréquent.

Ce phénoméne de tubérisation commence d’abord paartét d’élongation des
stolons apres une période de croissance. La taliérisest réalisée dés que le diametre des
€ébauches est le double de celui des stolons quiptetent. Outre les processus de
multiplication cellulaire, le grossissement des uglh@s de tubercules s’effectue par
accumulation dans les tissus des substances devaésgnthétisées par le feuillage. Ce
grossissement ralentit puis s'arréte au cours d&tescence du feuillage (BERNHARDS,
1998). Le modele de développement suivi par lesrtuldes varie considérablement entre les
tubercules d'une méme plante. Une hiérarchie diétabtre ces organes de stockage qui
entrent en compétition pour les nutriments : ldsetaules croissant le plus vite limitent le
développement des autres tubercules (VERHEES, 2002)
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Quelqgues facteurs influencant la tubérisation

» L’age physiologique du tubercule mere : le tubercqli est planté au stade de
dominance apicale donne un plant qui a tres petigds principales, comme le
nombre de tubercules est en grande partie détenpainé& nombre de tiges, on peut
prévoir un faible taux de tubercules.

* L’exposition des tubercules a une température élemeant la germination du
bourgeon apical favorise la germination multiple tdes les yeux (ANONYME,
2003).

* Les jours courts, ou plus précisément I'obscurigélahgue durée, favorisent une
induction précoce de la tubérisation.

» La température influence la tubérisation et ce $esmttempératures fraiches qui lui
sont le plus favorables.

» Latempérature optimale pour la photosynthesee208C chez la pomme de terre.

* Les besoins en eau varient au cours du cycle w#géila sont surtout importants au
moment de l'initiation des tubercules (BERNHARDS98).

La durée du cycle végétatif de la pomme de terrdres variable, il dépend de I'état
physiologique des tubercules qui sont plantés,etsémble des facteurs agro climatiques et

des variétés utilisées.
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3. Développement

_/‘rf 4. Elongation

5. Couverture du sol

8. Fructification

7. Floraison 6. Boutons floraux

Figure n°3 : Cycle de production d8olanum tuberosuin ssp. TuberosunfDELAPLACE,
2007).
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|.5. Variétés

Les variétés de la pomme de terre sont extrémeélenées, chaqueariétépossede
une description officielle basée sur de nombreusaatares morphologiques et quelques
caractéres physiologiques Ilui permettant d'étre joirs identifiable, différentiable
visuellement des autres varietés (PERON, 2006)efoigt certains caractéres descriptifs
peuvent légerement varier en fonction de I'époquételieu de culture. Les objectifs de

production poursuivis dépendent du type de culREEUST, 1982) :

Pomme de terre primeur :limiter le nombre de tubercules au profit de letagsgeur
et d’'une extréme précocité, les principales vasiatlisées soniNicola, Diamant
RosevalYesminaTimateet Charlotte.

* Pomme de terre plant :nombre élevé de tubercules de calibre moyen etedhamne
précocité.

* Pomme de terre de consommation (marché du frais) un nombre élevé de
tubercules d’'un calibre moyen a grand, sans toistefépasser le calibre supérieur.
Les variétés les plus utilisées s@rdsirée Spunta Diamant Lisettaet Kondor..

* Pomme de terre de consommation (transformation indstrielle) : un rendement

élevé en tubercules et amidon.
|.6. Les exigences de la plante
1.6.1. Exigences climatiques

La pomme de terre est cultivée avec succes a tihelalde 1000 m. On peut dire que
son aire d'adaptation va des régions subtropicalesrégions plus froides, elle résiste le
mieux sous les climats tempérés, humides et brufieAXMONNIER, 1979).

1.6.1.1. La température

Les températures basses ont une influence défaeosar la croissance des plantes
puisqu'elles la ralentissent a la fois directenstrégn favorisant l'induction de la tubérisation.
Les températures élevées ont l'effet contrairexidte des températures seuils pour la pomme
de terre. Son zéro de végétation se situe entreeb°CC et sa température optimale de
tubérisation aux environs de 18°C. Des températtimaes de I'ordre de 29°C perturbent la
tubérisation et provoquent la repousse. Les tulesaisquent de geler a partir du moment ou

les températures deviennent inférieures a -2°C.
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[.5.1.2. La lumiéere

La lumiere intervient par son effet photopériodiglams I'induction de la tubérisation
et par son intensité dans l'activité photosyntlugtigLes photopériodes courtes sont plus
favorables a la tubérisation et les photopériodegues plus favorables a la croissance. La
plupart des cultivars utilisés dans les régionbnaat tempéré ont des photopériodes critiques
comprises entre 13 heures et 16 heures (ROUSSELAE, €996).

[.6.1.3. L'alimentation en eau

Les besoins en eau de la pomme de terre varieabas du cycle végétatif. lls sont
surtout importants au moment de l'initiation ddsetgules. Un stress hydrique se manifestant
a ce stade peut entrainer une réduction du noméoauthes formées par plante, consécutive
a une réduction du nombre de stolons formés parROUSSELLE eal., 1996).Ses besoins
en eau, faibles en début de végétation, sont mg®riants au moment de la croissance
foliaire et de la tubérisation. L'irrigation peuteetres efficace (SOLTNER, 1990). La plante
évapore beaucoup et par conséquence elle a besograddes quantités d'eau. Dans les
meilleures conditions, elle utilise 300 g d'eaurndoumer 1g de matiére séche.

Consommation Journaliere (mm)

4 N\

o
\

mois
Avril Mai Juin Juillet Aot
Plantation  Levée Début de la Fanage
Tubérisation

Figure n°4 : Courbe de besoin en eau d’'une culture de pommercee (ROUSSELLE «tl.,
1996).
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1.6.2. Exigences édaphiques

La pomme de terre préfere les sols siliceux owcs#irgileux, légers, assez frais et
profonds. Elle s'accommode des terres acides dgpitilest assez bas ; 5,5 albn'y a que
les terrains tres argileux, froids et humides antpmps et en automne, secs et compacts en

éte, ou trop calcaires qui ne lui conviennent GSUYTHIER, 1991).
1.6.3. Exigences en éléments fertilisants

La pomme de terre se classe parmi les plantegxigeantes en azote, phosphore et
potassium.

Tableau n°1 : Prélevements en éléments majeurs (en Kg/t).

Eléments Tubercules Plante entiere
Azote 3.2 3a45
Acide phosphorigue 1.6 08al7
Potassium 6 41485

L'azote est le facteur déterminant du rendementadeulture. Il favorise dans un
premier temps le développement du feuillage, paidormation et le grossissement des
tubercules. L'acide phosphorique est un facteupréeocité et favorise le développement
racinaire.

Les besoins en calcium, magnésium et souffre sénérglement notables (Tab.2).
Elle est sensible a une carence en magnésie quasédeste par un jaunissement entre les
nervures des feuilles (ROUSSELLE&att, 1996).

Tableau n°2 : Prélevements moyens en éléments secondaires {Kg/ha

Magnésium 15a30
Calcium 40 a 50
Soufre 10a 25

Tableau n°3 :Besoins moyens en oligo-éléments (en g/ha).

Fer 100 Manganése 50
Cuivre 60 Bor 80 a 120
zZinc 80 a 150 Molybdéne 0.8
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I.7.Les maladies et les ennemies de la pomme deréer

Tableau n°4 :Les principales maladies de la pomme de terre (BERRDS, 1998 ; CIRED
et GRET ,2002).

Les maladies La cause Les symptémes

= Brunissement de la base

des tiges ou de portions e
Mildiou de la pomme de terre Phytophtora infestant ce tige et de pétioles
champignon se transmet par le vgnt =  Taches jaunatres devengnt
brunes sur les feuilles de

la base
Virus X Virus X .Ce virus transmet par | Décoloration bénigne en forme ds
frottement mosaique légere entre les nervurgs.

» Faible décoloration des
nervures, folioles apicaleg.

= Légeére coloration

Virus M Virus M. Le vecteur de cette rougeatre des feuilles

maladie sont les pucerons terminales.

= Une ondulation des bordj
et la formation de taches
en mosaique

Une coupe des tubercules montrg
Virus du ratte des tissus morts sous forme de
tache rouge-brun

Tache de rouille

Bactéries de pourriture apparaitph = Les tissus de tubercules

. cause du manque d'O2 montrent une surface de
Cceur noir et Coaur creux . . :
Le brusque passage de périods tissus noirs.
séche a période humide et vice = Excés de fumures azotégs
versa

Attagues séveres sur les tiges et Jes

stolons et enroulement des feuillds
Bactéries pathogénes du genrgq La jambe noire (des nécroses deja

Erwinia, cette bactérie se transmgbase des tiges)

Rhizoctone brun Rhizoctonia. Maladie fongique.

Bactéries pathogénes du genrd

Erwinia S N i

par la pluie, I'eau d'irrigation et lep

insectes.
Nématodes Globodera rostochiensis et | Mauvaise croissance du végétal
Globodera pallida Nanisme
Puceron vert du pécher . Déformation du limbe
Puceron vert du pécher

Virus d’enroulement de la pommﬁ

PLRV (potato leafroll virus) de terre causé par I'accumulatio Enroulement des feuilles Le
d’amidon qui rend les feuilles nanisme de la plante
dures
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1.8. Composition biochimique du tubercule

Les caractéristiques morphologiques, chimiques iethimiques du tubercule de
pomme de terre varient principalement en fonctienadvariété, mais dépendent également
des techniques culturales, des conditions climatiqet de I'age physiologique de la pomme
de terre. Les pourcentages présentés sont degyat@yennes, la composition biochimique
étant influencée par les différents parameétrestgsyEig.5).

Le tubercule de pomme de terre est un organe d&agje contenant a maturité une
moyenne de 77,5 % d’eau. La matiere seche, expramgmurcentage de la matiéere fraiche,
se répartit globalement en 19,4 % de glucides xofguncipalement amidon, saccharose,
glucose, fructose, cellulose brute et substancetigpes), 2,0 % de protides (protéines, acides
aminés libres et bases azotées), 1,0 % de cendegsritairement du potassium) et 0,1 % de
lipides. Des acides organiques (acides citriquasebrbique entre autres), des substances
phénoligues (acides chlorogénique et caféique, @igsy etc.) complétent cette composition,
mais ne sont présents qu’en faible quantité dartsdercule (ROUSSELLEt al, 1996 ;
MATTILA et HELLSTROM, 2007).

eau
775%

. glucides
/N protides 2,0 % “_ totaux
autres 0.4 % / i cendres 1,0 % 19.0 %
lipides 0,1 %

Figure n°5 : Représentation graphique de la composition bioaumi moyenne d'un
tubercule de pomme de terrSofanum tuberosunh.). Les valeurs sont exprimées en
pourcentage de la matiére fraiche totale.

Tableau n°5 :Les constituants minéraux de la pomme de terre podig de pomme de terre
a l'eau (ANONYME, 2001).

Calcium 10 mg
Phosphore 50 mg
Magnésium 25 mg
Potassium 450 mg
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1.9. Production de la pomme de terre

[.9.1. Production mondiale

La production mondiale de pommes de terre qui émiaugmentation sensible mais
constante depuis les années 80, s’est stabilispeisdée début des années 2000. Si I'on
correle cela a la forte baisse de la surface mnde cultures de pommes de terre de ces 10
dernieres années, on peut en conclure que legesikbe sont renforcées sur le plan technique
et que, par conséquent, les rendements ont nettamgmenté.

Entre 2008 et 2009, on note une Iégere augmentdtionveau mondial de production

ainsi que des surfaces cultivées.

La production et les superficies mondiales de pommes de terre depuis 1980
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Source : FAOSTAT
Pommes de terre toutes destinations (frais + tramgié + fécule + plants)

Figure n°6 : La production et les superficies mondiales de poshdeeterre.
1.9.2. Production de la pomme de terre en Algérie

Selon le ministere de [I'Agriculture et du Dévelopmat Rural (MADR), la
production de la pomme de terre est sur une caasbendante. Elle a atteint 3,2 millions de
tonnes en 2010 contre 2,67 millions en 2009, ajatsn 2008, la production était de I'ordre
de 2,2 millions de tonnes. Alors que les quantiéésltées, au 16 janvier 2011, s’élevent a 7,8
millions de quintaux, soit un taux de 54% des @iévis annonceées, a savoir 14,4 millions de

quintaux.
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Il. Biotechnologie et amélioration de la pomme de terre

La multiplication végétative est un mode de reproduction qui se d@owehors des
phénomenes de sexualité et qui permet la propagation d’individus génétjudemgiques
(ROBERT etal., 1998). Ce phénomene ne fait pas intervenir la méiose, mais un autre
processus trés strict de division cellulaire, sans remaniednembmbre de chromosomes : la
mitose (MAAROUF, 2000). La multiplication végétative s’effectumaturellement et
artificiellement (CAMBLE et REEC2004).

La pomme de terre est une plante modéle pour I'application desesittt vitro et de

toutes les techniques qui en découlent.

[I.1. Historique de la culture in vitro

En 1878, il y a donc plus de 120 ans. Cl Bermnard formulait les printipesques
de la création d'un systeme artificiel dans lequel les ogygoeirraient survivre hors de
l'influence de lI'organisme entier. Depuis cette orientation deemhe lentement d’abord,
d’'une maniere plus rapide ensuite, a permis de grands développememtbicobie
(NOZERAN et BANCILHON, 1972);

La culture indéfinie des tissus des végétaux a été rédlig@erio ans, c’est en effet au
printemps 1937 qui fut isolée la premiere souche tissulaire dactsvité c’est maintenue
jusqu’a présent grace a des repiquages reguliers.

Dés, 1941, on savait obtenir des plantes entieres a partir defagiitents d’'organes
ou colonies tissulaires ; leur enracinement ne posait aucun probl&me g@ux auxines
rhizogénes dont le maniement était connu depuis assez longtemps (MARGARA, 1984).

En 1944, BUVAT par les techniques de culture de tissus met en évidence
phénomene de dédifférenciation : la juveénilisation ;

En 1949, LIMASSET et CORNUET notent I'absence de Virus dans leistarées de
tabacs viroses ;

En 1955, la découverte de la kénétine, substance douée d'une puissatit® acti
caulogene, puis d’autres cytokinines ont permis de provoquer presque a viaslonté
néoformation de bourgeons adventifs ; Cette multiplication végétativatrio fut enfin
facilitée par la mise au point a partir de 1962 de solutions masendrticulierement
appropriées (MARGARA, 1984).

En 1966, GUHA et MAHESWARI en Inde obtenaient des plantes haplaleles
Datura innoxiaM.LL a partir de culture d’antheres ;

En 1971, au Japon, TAKEBE et COL régénéraient des plantes entiékisotiaa

tabacuma partir de protoplaste.
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[I.2. Les catégories de la culture in vitro
Elles peuvent étre regroupées en trois grandes catégories :

[1.2.1. La catégorie de la culture in vitro Conforme

Il s’agit d’'un mode de multiplication conduisant a des individus pourvusié&wee
stock d’information héréditaire que la plante dont ils sont isSNOZERAN et
BANCILHON, 1972).

[1.2.1.1. La micropropagation

La micro- propagation in vitro apporte un progrés considérable par tapper
méthodes traditionnelles avec un taux de multiplication de 100 a 1000 tmsefdve
(OCHATTE, 2005). Cette technique permet la multiplication véyétate plusieurs plantes
alimentaires, médicinales, horticoles (BRETAUDEAU, 2006).

La micropropagation consiste en une prolifération des bourgeonsairesill
préexistants sur I'explant mere. Ceci offre une grandenjarde conformité génétique et une
bonne stabilité des caracteres au cours des repiquages successise{Zik)y1988).

Elle est ainsi employée pour la production de pomme de terre de semencel@tpbection
et la distribution du germoplasme dans le monde entier. A ceti@deBnyitroplants indemnes
de virus sont utilisés comme produit de départ.

L’analyse moléculaire des vitroplants propagés a prouvé que lapropagation donne des
vitroplants génétiguement stables (POTT&RONES, 1991).

Les vitroplants de pomme de terre n’exigent pas d’hormones exogeénes’enraciner. En
fait ils peuvent étre propagés sur un milieu simple (VINTERHALEERI, 1997).

La micropropagation in vitro est plus ou moins utilisée dans la pliodudé plantes
conformes pour les premiéres générations de multiplication. $&q@001) pour produire
des plantes génétiqguement modifiées, la régénération doit donner des plantesesonform

[1.2.1.2. La microtubérisation

Une autre approche pour la micropropagation de pomme de teest :I'ciduction
des vitrotubercules. Ces derniers sont des tubercules de pelde(4ad 12 mm), encore
appelés microtubercules, produits en conditions stériles au laboraoigartir de
microboutures. Ces tubercules sont obtenus en placant les microboutucesditions
inductrices de tubérisation : modification du milieu de culture, irdga diminué,
températures plus basses. Les bourgeons forment alors des stolons eéwiuant
microtubercules au bout de 2 a 3 mois (LE HINGRAT , 1994).
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Emission de Prélevement des
germes germes éliolés
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Stérilisation Ringage Prélevement d'explant

hypochiorite eau distilée de germe avec bourgeon
(3 fois)

B 00 (s

Développement Prélevement de bouture
du bourgeon axiliaire uninodale
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Déveioppement des vitroplants Tubérisation in vitro
5 semaines
milieu MS

» Posod

Conservation 3 a 5 mois
levee de dormance 3 mois
obscurita 4°C

Figure n°7 : Micropropagation et microtubérisation de la pomme de terre par cuntuiteo
(d’aprés AMBROISE, 2002 ; HIEOUR, 2002).
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[1.2.1.2.1.Les facteurs influencant la microtubérisation
La microtubérisation est un processus physiologique complexepagtieux facteurs

intrinséques et extrinseques.
[1.2.1.2.1.1. Facteurs extrinséques
1- photopériode: Lumiére et obscurité agissent conjointement par leur durée gbdeiode
d’exposition. Cependant une meilleure tubérisation est observée quabduleses sont
mises sous des longues photopériodes (16/8 h ; j/n) pour la micropropadadious edes
courtes photopériodes (8/16 h ; j/n) ou une obscurité totale pour la micrsatioé
(SEABROOK efal., 1993).
2- lumiere: Les lumieres basses (6 a lidol m-2 s-1) associées a des courtes photopériodes
augmentent le nombre des yeux des microtubercules (GOPaL. £997,1998).
3- température: Selon LECLERC efal., (1994) ; AKITA et TAKAYAMA (1994). Des
faibles températures de (15 a 20°c) stimulent la microtubénsatiune température de 25°c
combinée a une concentration de 8% de saccharose donne un meillede tabérisation
(LEVY etal., 1993).
4- potassium:Le potassium n’a aucun effet inhibiteur sur le nombre de microtullesrgpar
contre il a un effet stimulateur sur la masse et la tddlenicrotubercules et cela quand le
milieu MS contient 40 ml de potassium (NAIK et SARKAR, 1998).
5- rapport nitrogene / carbone:Une faible provision de nitrogene induit la formation des
tubercules en augmentant le rapport carbone/nitrogene (SATTEIHER et MARSHNER,
1978), ce qui est de méme pour les microtubercules de sorte dablies concentrations de
nitrogene et de nitrate d’ammonium sont utilisées pour amélleter induction et leur
croissance (ZERRABEITIA «l., 1997 ; SARKAR et NAIK, 1998).
On doit noter que le nitrate d’ammonium est parmi les composants majeurs du milieu MS.
6- saccharoselLe saccharose est trés essentiel dans la culture in vitro de pomme g®terr
son effet sur la synthése de I'amidon qui est influencée par :

* Le haut potentiel osmotique di a I'excés du saccharose (KHURI et MOORBY, 1995),

« Et son action enzymatique vu que le saccharose invertase a umiefte sur la

formation des tubercules (ROSSakt 1994).

Le saccharose est aussi utilisé comme source d’énergiehaluta concentration a un role
dans la formation des microtubercules (STRUIK et WIERSEMA, 19%@ayui correspond
avec les résultats de BHOJWANI (2001) ou une meilleure tuliénsest observée avec une

concentration de 8%.
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7- nombre de nceuds par boutureDans la micropropagation, les segments uninodaux sont
utilisés pour augmenter le nombre de vitroplants et par conséquentieehicrotubercules.
Par contre l'utilisation des segments plurinodaux (6 a 10 noeuds parapgarait plus
efficace pour la microtubérisation. En effet on observe que cesedertubérisent plus
rapidement et produisent des microtubercules volumineux par rapperttxadtuninodaux
(DONNELLY etal., 2003).

8- type de milieu: Le taux de tubérisation difféere selon que le milieu soit solidequide.
Dans I'étude de XUAN CHUN PIAO dl., (2003) ils ont obtenu des meilleurs résultats avec
I'utilisation de bioreacteur ; I'utilisation de ce dernier n’as pgeulement donné un grand
nombre de microtubercules par vitroplant mais elle a aussi donné@il@est un poids tres
considérable par rapport a celui du milieu solide. De méme urursibkde a base de gélirite
(2g/l) donne de meilleurs résultats qu’'un milieu solide a basetldseg(6g/l) (NOWAK et
ASIEDU, 1992).

9- facteurs de croissance:

a- gibbérellines: Acide gibbérellique retarde la formation des tubercules ehukt
I'élongation des stolons (OKAZAWA, 1967 ; VREUGDENHIL et STRUIK, 198t
observé que le niveau de cette hormone diminue juste avant la tubérisation.

b- cytokinines: Les cytokinines exogenes stimulent le processus de microtulmérifatAN
etal., 1998) et a leur téte la BAP (DONNELLY a&it, 2003). Selon LIAN eal., (1998) des
meilleurs résultats ont été obtenu en présence de BAP eC@e En outre PALMER et
SMITH (1969) ont montré que les Cytokinines tel que la Kinétina &@AP stimulent la
formation des tubercules.

c- auxines:OBATA et SUZUKI (1979) ont observé un niveau d’auxines tres éliewés les
pointes des stolons pendant les premiers temps de formation deslegetcil diminue
quand les tubercules grandissent.

d- acide abscissiqueKRAUS et MARSCHNER (1998) ont suggéré que I’ABA peut inhiber
I'effet de gibbérelline.

e- éthylene:L’éthylene inhibe I'élongation du stolon (VREUGDENHIL et STRJIL989) et
produit des tubercules morphologiquement incomplets et qui ne contiennentapadod’
(CATCHPOLE et HILLMAN, 1969). Cependant les traitements av&tyléne exogéne sont
utilisés pour stimuler la germination des microtubercules en stadiormance (SUTTLE,
1998).

f- acide jasmonique: Dans des études récentes de (PRUSKdlet2002), I'utilisation de
I'acide jasmonique a une concentration de moinsuse &onnent un meilleur développement

de racines et des tiges.
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Tableau n°6 :Les différents facteurs de croissance et leurs propr

Famille Auxines Cytokinines Gibbérellines Ethyléne Acide abscissiqus
*Acide indole 3- Zéatine ou & Acide gibbérelliqud Ethyléne (LH, | Acide abscissiqud
acétique (AlA ou | isoentényladénin GA3, ou CH=CH,) (ABA)

IAA), Isopentényladénin il existe de
Acide (IPA) nombreuses
Exemples naphtaléneacétiqt gibbérellines (de
(ANA), GAl a GA110)
Acide 2,4-
dichlorophénoxyac
ique (2,4-D)
stimulation de ¢ stimulation de l¢ élongation des perturbation de¢ | effet inhibiteur
croissance division cellulaire | entrenceuds (forte | I'élongation général de la
stimulation de régulation de la stimulation chez legcellulaire, croissance
I'élongation différenciation mutants nains), perturbation de | cellulaire,
cellulaire cellulaire, des montaison des réponses régulation de la
régulation de [ bourgeons et de plantes en rosette,| géotropique: dormance des
division et de Iz racines levée de dormancqg accélération d | bourgeons et des
Propriétés différenciation grandissemgnt de | des graines et des| la ;énescenc graines, rég_ulatior
cellulaire, message | cellules foliaires bourgeons, foliaire et de | | de I'abscission de§
des réponse inhibition de la régulation de maturation de | feuilles, des fleurs|
géotropiques € sénescence des | l'utilisation des fruits, et des fruits,
phototropiques feuilles réserves lors de la| stimulation de | régulation du
régulation de germination I'abscissio fonctionnement
l'abscission des stomates en
stimulation de situation de stress
rhizogéne adventi
HO.
OH
P o o oH H H Rt
© el e T
Représentation N ﬂ H CU—];}\x ,C C\ -
N NN, i toow H H
Acide ingole 3 Lo P«j} GA3 o Acide abscissique
acétique Ethyléne

Zéatine
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11.2.1.2.1.2. Facteurs intrinséques

1- position de I'explant: Une meilleure tubérisation est observée chez les bourgeons de la
partie basale, par comparaison aux bourgeons apicaux (CHARIAES1&95).

2- age physiologique du tubercule merd:.’age physiologique du tubercule mére peut avoir
un effet sur la production des microtubercules, cela correspondlevemnclusions de
VILLAFRANCA et al., (1998) ; VREUGDENHIL etl., (1998) ou ils ont obtenu un taux de
microtubercules tres élevé et une croissance tres rapide lorsque le tuiveéneubsst vieux.

3- génotype:Les microtubercules se différencient selon leur taille, lgerghysiologique et

leur durée de dormance ; ce qui explique que la microtubérisatien &nction du génotype
(TABORI etal., 1999 ; COLEMAN et COLEMAN, 2000).

11.2.1.2.2. Dormance

La dormance des microtubercules impose un délai supplémedeife mois. Elle
dépend principalement de la variété, et le plus simple esfisButia levée naturelle de
dormance, car les traitements utilisés jusqu'a maintenant n'odbpaé un résultat sans effet
secondaire par exemple selon RANALLI (1997) ; STRUIK et WIERIB (1999Db) : la
rindine brdle les microtubercules a cause de leur petite ¢hillacide gibbérellique risque de

provoquer un allongement excessif en cas de surdosage.
[1.2.1.2.3. Avantages

La production de vitrotubercules pouvait se substituer a la méthodellactiu
microbouturage avec les avantages suivants :

- Possibilité de stocker les microtubercuées froid pendant une longue périoetede
cette facon la conservation des génotypes et réaliser ainplafgations déphasées
Soit sous abris ou en plein champ.

- Possibilité de pouvoir les planter mécaniquement en plein champ (sismmiécision
a pois chiche), et possibilité d’enrobage (régulateurs de anoessangrais et produits
phytosanitaires) (OULD RAMOUL, 1997).

- Facilité de leur transport d’'une région ou d’'un pays a I'aptagjculierement les pays
souvent tres éloignés demandeurs de plants de tres haute qualité.

- Production d'un tel matériel exigeant moins de moyens mat@ieisfrastructures
donc en principe moins onéreuse.

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

- lls peuvent étre directement semés dans le sol.
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Probléme de transmission de maladies écarté (en partie) vettgiéechnique permet
I'amélioration de I'état sanitaire du matériel végétal utilisé.
Les microtubercules présentent I'avantage de pouvoir étre fabriqoéstr@ saison

par rapport aux boutures.

11.2.1.2.4. Inconvénients

Cette technique présente cependant, certaines limites, a savoir :

La petite taille et I'origine du tubercule conferent a ce dermare fragilité et une
sensibilité accrues aux attaques extérieures.

La levée de dormance est assez lente et irréguliére.

Le ratio « nombre de microtubercules / nombre de boutures »astaalent faible et
mérite d’étre augmenté.

L’exigence d’'une main d’oeuvre qualifiée pour les repiquages guésiet pour la
récolte (DEZA, 1991).

11.2.1.3. Culture de méristeme

Des 1952, George Morel de INRA de Versallles réussite a ohteaiplante entiere a

partir d’'un méristeme (OCHATTER005), et selon TEOULE, (1999) chez une plante virosée
la répartition du virus semble trés variable selon I'organe, léstéére en particulier est une

structure tres protégée et est généralement indemne de \@rogristeme est un petit organe

compose de cellules meristematiques a division rapide ; il aom&itmatériel idéal de départ

étant donné que le méristéme se développe d’'une maniére génétiquetnienétstéduit le

niveau d’infection virale (ESPINOSA etl., 1992). Cette technique est donc utilisée pour

obtenir des plantes saines a partir des plantes viroses (AL8GE), surtout si il est associé a
la thermothérapie (GRIFFITH& al, 1990).
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Primordium foliaire

Zone centrale
(méristéme d’attente)

Ebauche foliaire

Zone périphérique
(anneau 1nitial)

Figure n°8 : Coupe longitudinale d’apex de tige.

[1.2.1.4. Embryogenése somatique

Un apport important de la technique des cultumegitro & la biologie a montré que
des cellules somatiques pouvaient produire des structures comparathss eanmbryons,
méritant I'appellation d’embryons somatiques (MARGARA, 1984). Ceswmbrpeuvent se
développer a partir des cellules a 2n chromosomes issues de fexasteses ou tige
(BOCCON-GIBODet JALOUZOT, 1989).

Cependant I'embryogenése somatique est rarement utilisédacipemme de terre
(SEABROOK et DOUGLASS, 2000), et son utilisation est localisée surtout pour la
production de semences synthétigues (REDENBAUGH, 1993 ; GRA, 1995).

11.2.1.5. Conservation

La conservation est I'un des avantages de la cuituxéro. Cette technique nous a
permis de conserver le matériel végétal pour une longue durée jusgo@ment de son
utilisation. Ce matériel peut étre des cellules, des proteglagés cals, des vitroplants et des
vitrotubercules. La conservation des vitroplants et des vitrotuberculés@daire dans un
milieu de conservation contenant le mannitol a une température dé°€ &t a une
photopériode de 16 heures / jour (DOD&&L, 1991).

Parmi les techniques de conservation : la cryoconservation. €dtt@que représente
la conservation du matériel vivant a trés basse température.aleéneént, elle consiste a
stocker le matériel végétal dans I'azote liquide (-196°C) ou dans les vapeurs (Fhz0t€).

A cette température toutes les activités physico-chimigigss cellules sont interrompues
(DUSSERTet al, 2002).
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[1.2.2. La catégorie de la culture in vitro Non conforme

Ce procédeé utilise un matériel végeétal peu régulé et le pbaceconditions
déstabilisants les signaux ; on voit alors apparaitre une vaéabbportante (DEMARLY,
1985).

[1.2.2.1. Haplométhodes

Ces techniques ne démarrent pas des cellules somatiques melisilde gamétiques
(KASHA et KO, 1970 ; KELLER et AMSTRONG, 1979 ; DE BUYSER, 1980 in
DEMERLY, 1985).Ce sont des cultures d’anthéres(Androgenése) ou de pore®sou de
sacs embryonnaires ou ovaires(Gynogenése). Ces processus pentwitentr des lignées
pures, en passant par I'haploidisation puis le dédoublement (DEMARLY, 1985).

Chez la pomme de terre, espéce tétraploide, I'utilisation deggplaaploides, donc diploides,
que l'on appellera dihaploides (HD) est fondamentale a cause rdpoitance de sa
variabilité génétique, et de la facilité des croisementyrspécifiques, car la plus part des
pommes de terres sauvages sont diploides (BOCCON-GEBOELOUZOT, 1989).

I1.2.2.2. Variation somaclonale

D’aprés NOWBUTH eal., (2005) on appelle variation somaclonale des modifications
du phénotype des plantes qui apparaissent le plus souvent lors denéxatigé de nouvelles
plantules a partir de tissus déja différencies.

LARKIN et SCOWCROFT, (1981) ont montré, a I'issue d'un trawkl recherche,
qu’il pouvait étre tres intéressant d’exploiter la variabilin€ique induite par certaines
cultures in vitro, dans le but de création variétale. lls s’appuolyaier quelques exemples
modeles comme celui de la pomme de terre et de la cannesosuits ont contribué a faire
adopter le terme de variation somaclonale, désignant toute vagétetique induite par le
seul fait de cultiver des tissus, des cellules, ou des organes qupoont objectif
I'établissement de cellules dédifférenciées sous des conditionsltdees in vitro définies
(WENZEL, 1994).

SNYDER et BELKNAP, (1993) ont observé que les plantes de pomme e ter
régénérées présentent un faible niveau de variation somaclonale réengeec celles

dérivées des protoplastes.
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[1.2.3. Les facteurs influencgant la culture in vitro
[1.2.3.1. La lumiére et la photopériode

La lumiére est un facteur déterminant pour la culture in viteopdantes. Elle a une
grande influence de part la durée d’exposition (photopériode), seloiSEVSt STACEY,
(1981). D’autre part la longueur de jour qui affecte la vigueur edéleloppement des
proliférations et la croissance des cals, cette derniére poamssi contribuer a la formation
des cals (BRIGGS, 1964), de facon général le début de croissaressiteéaine faible
intensité lumineuse (500a 1000 lux) avec 12 a 16 heures de photopériodiésIEBENI et
JAUHAR, 2003). Lorsqu’il s'agit de préparer la plantule au rengm®n serre, il apparait
souvent préférable d’augmenter lintensité de [I'éclairement @eample 10000 lux)
(MARGARA ,1984).

[1.2.3.2. La température

La température de beaucoup de chambres a culture est constdiotel® de 22° a
25° C (MARGARA, 1984) mais selon LE, (1994) des faibles tempémieel5°a 20° C

stimulant la microtuberisation chez la pomme de terre.
[1.2.3.3. Le support de milieux de culture

Les six macroéléments nécessaires a la croissance 8\ KR Mg, Ca) sont absorbés
sous forme d’ions (MARGARA ,1984). Le potassium occupe la premiéraqmsit existe
dans le milieu sous forme de nitrate ou chlorure avec une conienilat20R 30 mM, I
occupe la position du maitre cation en relation d’une part avec Ergméé de I'absorption
qui lui vaut sa grande fusibilité compléte d’'une sélectivité axelusion de d’autre part Na.
Deuxiémement le phosphore est absorbé sous la forme orthophosphorique (H2FRE249u
les besoins de la croissance dans les cultures des tissus darief80Mm, il augmente la
densité des racines. Pour le calcium, les besoins en cet éldanent de 1-3 mM, le role du
calcium, est le maintient de la structure cellulaire. Lgmaaium a un rdle de construction de
la molécule de chlorophylle et finalement les composés azotiquegeprésentent la
principale source d’alimentation azotée (YVES, 1984).
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11.2.3.4. Le saccharose

Pour la culture in vitro le saccharose constitue une source démarga plante n’est
pas encore arrivée a satisfaire ses besoins énergétiques, dangeuh cas particulier utiliser

d’autres sources, tels, le galactose et le lactose (TEOULE, 1999).
[1.2.3.5. Les vitamines

En culture in vitro certaines vitamines sont favorables aux eamges des tissus,
parmi les principales, citons : la thiamine, l'acide nicotinique, plyridoxine, leurs

concentrations sont frequemment de I'ordre de 1mg/l (TEOULE, 1999).
[1.2.3.6. Les régulateurs de croissances

Les régulateurs naturels de croissances des végétaux, appelés smurewnes de
croissance, se repartissent actuellement en cinq groupes :sawyitokinines gibbérellines,
acides abscissiques, éthylenes selon MARGARA (1984) Les fadaleucroissance suivants
les auxines (AIA, AIB, AIP) et les cytokinines (la kinétindabenzylamenopurine) sont des
régulateurs de croissance indispensables au bon démarragengtedidie de ces cultures de
tissus végétaux in vitro. D'ailleurs, les prédictions de Gottliabdflandt sur la potentialité
des cellules végétales n'ont pu recevoir une confirmation qu'a Eltit939, apres la
découverte des facteurs de croissance et notamment des aXMRTE etal., 2005) ces
derniéres participent a la croissances en augmentant le nomluelwes et provoquent
I'élongation cellulaire. Les cytokinines y sont impliguées en augméne nombre de
cellules ; ceci fait en fonction de [I'équilibre auxines /cytokesinqui détermine

I'organogeneése.
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Figure n°9 : Rble des hormones dans I'organogénese cas d’auxine et de cytokinine.

[1.2.4. L’organogénése in vitro

[1.2.4.1. La caulogéneése

Ce terme signifie, étymologiquement, formation d’'une tige. Maesticommunément

employé pour désigner la formation des bourgeons a l'origine deddig#ées. Dans le cas

de l'organogénése in vitro il est souvent utilisé comme synonyme alfermétion de

bourgeons. Le déterminisme de la caulogénése (ou néoformation de boudgoesje le

probléme central de la multiplication végétative. Toute propagatiogtatdge exige en effet

I'existence de points végétatifs et leur multiplication.

[1.2.4.2. La rhizogénese

Est le phénomene d'organogénése le plus généralement impliqué dans

multiplication végétative. L’étude de la rhizogénése tientplles en plus compte des

interactions complexes de facteurs, mais elle reste dominée paobleme de régulation

hormonale et en particulier par le réle des auxines dans l'orga@sge Sur le plan

fondamental, la rhizogénese, plus accessible a I'expérimentatida gaelogénéese, demeure

une bonne voie d’approche du déterminisme de l'organogénése, lié aurismasa de
différenciation et de dédifférenciation cellulaire (MARGARA, 1984).
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relatifs d’auxines et de cytokinines

Figure n°10 : Types d’organogénéese controlée par les concentrations relatives d’augine(s)

de cytokinine(s).
[1.2.5.Les avantages et les inconvénients de la culture in vitro
[1.2.5.1. Les avantages de la culture in vitro

La production de vitro plantes pouvait se substituer a la méthodecd mouturage

avec des avantages suivants :

* La possibilité de conservation de ressources végétales et fairebanmpie de
génotypes et réaliser ainsi des plantation hors la périodeo@sance (LE el.,
2002);

e L’amélioration des conditions sanitaires par les techniques deesultuwitro souvent

associées a I'éradication des viroses (SIBI ,1981);

 La propagation végétative des especes qui ne présentent pas cetesapa

conditions classiques (SIBI .1981);

« La multiplication rapide, cette derniere et due a 'augmenta@odiffusion cellulaire
par ces techniques (SMITét al., 1985 ; COLLET et LE, 1988):
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» Lafacilité de leur transport d’'une région a I'autre ou d’'un pays a l'autre ;

e Pour la pomme de terre la disponibilité de microtubercules a n’'impoklle époque

de I'année et les semes directement dans le sol.
11.2.5.2. Les inconvénients

Le probléme de contamination et selon CASSELLE, (1987) est dU degpitiht soit la
technique.

» L’exigence de main d’ceuvre qualifiee

* Pour la pomme de terre, la levée de dormance des microtuberctlesseg

irreguliére.

[1.3. Transformations génétiques
[1.3.1. Hybridation interspécifique

Diverse solutions (fécondatidn vitro en cas d’'incompatibilité de pollen étranger et
de la fleur femelle a féconder, sauvetage d’embryowitro en cas d’avortement aprés
fécondationin situ) impliquant Il'utilisation de la culturen vitro, rendent possible des
hybridations entre des especes réputées incompatibles en conditimedesa{REYNOIRD
etVIDALIE, 1989).

Chez la pomme de terre des plantes hybrides Solemum tuberosumt S. brevidens
ont été obtenues a I'Université de Wisconsin (U.S.A.) par HELGESQIN, (1988). Le but
était de transférer chez la pomme de terre la résistance au virusrdel&erent des feuilles a
partir d’'une espéce sauvag8&.: brevidensLa résistance a effectivement été transférée chez
les hybrides, et curieusement une nouvelle variabilité s’gstinegte par I'apparition de

résistances a d’autres maladies.

[1.3.2. Culture et fusion de protoplastes

[1.3.2.1. culture de protoplastes

Les biologistes ont constaté, au cours des manipulations ceBulgire 'on pouvait
obtenir des agrégations entre des cellules débarrassées sipdenis pecto-cellulosiques
appelées protoplastes (DEMARLef SIBI, 1996). Les premiers protoplastes ont été obtenus,
vers la fin du dix neuvieme siécle, en hachant des fragmentsauggéans une solution
hypertonique de saccharose. Cette méthode mécanique d’'isolemenbtdptastes était peu
efficace et non reproductible (SIHACHAKR, 2002).
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Ces cellules végétales dépourvues de paroi peuvent étre obtenues psutir a
d’'organes de plantes, soit a partir de suspensions cellul&@BHRT etal., 1998). Les
exigences nutritionnelles des protoplastes nécessitent une compaositierale adaptée,
notamment pour le calcium qui joue un rdle important par son influenckesuivisions
(KARP et al.,1982).

La technique de culture de protoplastes est trés fortement igudti variabilité ;
cela a été bien étudié et montré chez la pomme de terre AMEPLI82 ; KARPet al,

1982 ). Les variations portent souvent sur le nombre de chromosomes.
[1.3.2.2. fusion de protoplastes

La fusion de deux ou de plusieurs protoplastes aboutit a I'addition ttateois
compartiments hériditaires : nucléaire, mitochondrial et chlorogiestCette addition accroit
le niveau de ploidie (GLEBAt al., 1980 ; MELCHERSt al, 1978 in DEMERLY, 1985).

Il existe deux stratégies efficaces de fusion des protopldstesnéthodes chimiques et la
méthode électrique. La PEG est la substance chimique la pisgsaifiour réaliser la fusion
des protoplastes (SIHACHAKR, 2002).

Chez la pomme de terre, la fusion de protoplastes est d’autanjuslifige car la
majeure partie des clones diploides est stérile. Par rappmrséelction traditionnelle, cette
nouvelle méthode présente deux avantages considérables :

- On peut travailler sur un nombre de chromosomes diminué de moitié.
- On peut rassembler, en peu de temps, au sein d’'un méme individuoideaph
ensemble de plusieurs caractéres intéressants (ce qui esheptasnprobable en

sélection traditionnelle) (BOCCON-GIBO& JALOUZOT, 1989).

[1.3.2.3. Diversité des produits de fusion

Lors de la fusion des protoplastes, divers événements peuventliauoir homo-

fusions, hétéro-fusions ou des fusions partielles. Pour les populationsotiplastes
fusionnés par couple, toute une gamme d’événements peut se p(bauire):
- pour le génome nucléaire, ou bien un seul noyau parental va éteevéo(ty/bride), ou bien
les deux noyaux vont fusionner. Dans ce dernier cas, soit tous lEmodumes seront
conserves (hybrides somatiques symeétriques), soit il se paodriirplus souvent une
élimination partielle de l'un des génomes dans cette fusion (hybridesatiques
asymeétriques).
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- pour le génome chloroplastique des plantes supérieures qui est cafistimi@opulation d
molécules circulaires de mé taille, le maintien d’'un état hétéroplasmique est fugace,
plantes régénérées possedent, dans pratiquement tous les cas, l'autreutype de
chloroplastes.

- pour le génome mitochondrial des végétaux qui est constitué de moliéealegtérogeées,
de nouvelles molécules d’ADN sont produites par recombinaison entsitefiomologue
(PALMER et SHIELDS, 1984). Aprés la fusion, le génome mitochonds@lrra se
réorganiser : soit une seule population parentale sera conservéley saita recmbinaison
de I'ADN mitochondrial, et il semble que ce soit les cas Us iléquent (BELLIARD eal.,
1979).

Hybride somatique
aneuploide: 4n - 1,-2, ...

Hybride somatique
(fertile): 4n

Cybride  2n
(noyau B,
cytoplasme AB)

Cybride 2™
(noyau A,
cytoplasme AB)

Figure n°11 : Divers comportements de produits de fusion entre protop' (AUGE et
BOCCONGIBOD, 1989)
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[1.3.3. Transfert des genes

Le développement des connaissances sur le code génétique gulddioe de son
expression, ont permis d’ouvrir une extension trés importante du Gérééideén Ainsi il est
possible maintenant d’extraire, apres repérage, un gene denielesdu domaine vivant et le
transférer sur les chromosomes de la plante qui le transaettmdescendants au méme titre
que ses propres genes (DEMARILEX SIBI, 1996). De telles plantes sont dites : Plantes
transgéniques ou OGM (Organismes Genétiquement Modifiés).

Certaines variétés de pommes de terre sauvages exsudent umecsuliguide, qui se
transforme en un sirop épais et piege les insectes et les pucerons.

De cela des essais d’introduction du gene responsable de cetensealzhez la pomme de
terre cultivée, ont éteé réalisés a I'Université Américaine de CqMEINET, 1990).

D’aprés COLEMANEt al.,(2001) ; les microtubercules servent comme une base pour
la production des plantes transgéniques et pour la visualisationxgeeBsion de différents
genes. Leur utilisation dans ce domaine a trouvé une large dipplicamme méthode de

transformation génétique.
[1.4. Biotechnologie dans le schéma de sélection de la pomme de terre

Beaucoup de techniques de biotechnologies qui s’appliquaient avantPtuiea et
le Tabac ont été réalisées sur la pomme de terre avecssutceeffet, I'arrivée des
biotechnologies rend un grand service a la sélection chez la pomtegalgui présentait
auparavant des difficultés de manipulations génétiqgues (KUMAR, 1994).

Chez la pomme de terre, ou les principales variétés comnw¥emkont tétraploides,
les nouvelles méthodes de création variétale sont caractépgaéesn grand travail de
sélection sur du matériel diploide (obtenu par croisem&atianum tuberosurat Solanum
phurejg. A ce niveau diploide, on peut aussi réaliser une introduction de geneiré
sauvage (exemple : gene de résistance aux maladies) psenueot, car la plupart des

espéeces sauvages du gebotanunsont diploides.

On peut ainsi fixer des caractéres intéressants par laecdiamthéres puis combiner
par croisement plusieurs caracteres agronomiques favorables adihgdindes diploides.
Enfin la fusion de protoplastes, étape clé du schéma de sélectitermime et permet
'addition des génomes nucléaires qui rassemblent donc deux jeux detérEra
agronomiques favorables (BOCCON GIB@RIALOUZOT, 1989).
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[1l. Nutrition minérale des végétaux

D’aprés MARTINEZ, (2000) les racines des planteslgwent les éléments minéraux

en solution. La composition de cette derniére siifiisfaire plusieurs contraintes. Pour chaque

elément indispensable, une concentration tropdaisk susceptible de générer une carence.

Inversement, une concentration élevée pourra eetraine toxicité. Les végétaux supportent

donc de grandes variations de teneurs pour chazgasiéléments.

l1l.1. La composition minérale des végétaux

Selon SOLTNER, (2005b) L’incinération renvoie atifesphére les 3 éléments

fondamentaux de la matiere vivante :

Le carbone C 40 a 50%
L'oxygene O 42 a 45%
L’hydrogene H 6 & 7%

Les autres éléments dits “minéraux” sont classésgnoupes :

Les macroéléments

L’'azote N 1 a 3% de la MS,
Le potassium K 2 a 4%,

Le calcium Ca 134 2%,

Le magnésium Mg 0,1a0,7%,

Le soufre S 0,14 0,6%,

Le phosphore P 0,1 a 0,5%,

Le sodium Na, le chlore Cl et le silicium Si sonégents en quantité trés variable mais

pas forcement nécessaire a tous les végétaux.

1.1.2.

Les oligoéléments

- Le fer Fe et le manganése Mn, de 10 & 1.000ppm,

- Le zinc Zn, le cuivre Cu et le bore Bo : autour @®p

- L’aluminium Al, le nickel Ni, le cobalt Co, le mdbgdéene Mo, I'iode |, le fluor F :
entre 1ppm et 0,001ppm, et a des taux plus vasablais toujours trés faibles, si
ce n'est dans des cas particuliers, la pluparades éléments minéraux présents
dans le sol ou les eaux et qui contaminent lestaégéa leur contact: Li, Pb, Ti,
Rb, Cs, Se, Cd, etc. (HELLER &, 1998).
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Tableau n°7: Composition des cendres des végétaux (d'aprés IDIESY5).

% P.Os K20 CaO MgO

Blé 49.7 28.5 3.5 115

Pois 35.9 43.1 4.7 7.9

Grains Lin 44.7 28.8 8.5 13.6
Racines et | Pomme de terre 16.8 60.0 2.6 4.9
Tubercules | Betterave a sucre 12.1 15.3 6.0 7.8

Tableau n°8 : Teneur en phosphore des organes végétaux ; P #tatiere seche (d’aprés

DIEHL, 1975).

Organes Especes P % de M.S.

Carotte, Navet 0.45

Racines Betterave potagere 0.37

et Betterave sucriere 0.17

tubercules Pomme de terre 0.27

Feuilles Chou 0.7
Inflorescence Chou- fleur 0.7

[11.2. Besoins en éléments minéraux

[11.2.1. Les éléments nutritifs essentiels

Sont les éléments requis pour assurer la croisseinte développement des plantes

(HOPKINS, 2003).
Un élément minéral indispensable se définit paélmion de quatre critéres :

Sa présence, méme a des teneurs infinitésimatasg@sssaire pour assurer a la plante
un développement complet de son cycle végeétatif.

Son absence occasionne plus ou moins rapidementeffiets drastiques sur la
physiologie des plantes.

Un élément indispensable doit avoir un ou plusiedlss spécifiques connus dans le
meétabolisme du végétal.

Un élément indispensable doit étre spécifique nel peut étre remplacé dans son
intégralité par d'autres éléments similaires (MAREE, 2000).
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Tableau n°9 : Eléments essentiels des plantes supérieures ;adistimdes concentrations

optimales permettant une croissance normale (&@PKINS, 2003).

Elément Symbole chimique | Forme disponible %O&Cser('rt;artri]%rlllgg)ns

Hydrogéne H H20 60 000

Carbone c €O 40 000

Oxygéne 0 02 CC, 30 000
Azote N NOs, NH,’ 1000

Potassium K K 250

Calcium Ca ca’ 125

Magnésium Mg Mg™ 80

HpOy,

Phosphore P HpOs* 60
Soufre s sa 30
Chlore cl cr 3.0

Bore B BOs™ 2.0

Fer Fe Fe”, Fe” 2.0

Manganéese Mn Mn** 1.0

Zinc Zn Zn® 0.3

Cuivre Cu cu’ 0.1
Nickel Ni Ni** 0.05
Molybdéne Mo Mos™ 0.001
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[11.2.2. Les éléments nutritifs bénéfiques

Certains éléments minéraux peuvent jouer un réletreeou bénéfique dans le
développement sans étre indispensables. lls paside fonctions spécifiques, mais peuvent
par analogie remplacer partiellement un élémentispmhsable, Satisfont des besoins
complémentaires, spécifiques de certaines plamtest(le cas de sodium, silicium, cobalt,
sélénium) (HOPKINS, 2003).

[11.3. Le réle des éléments minéraux et leur imporance pour la plante
111.3.1. Le réle des macroéléments
1-Azote (N)

L'azote est I'un des éléments nutritifs utilisés Ipa plantes (BADO, 2002). C'est le
guatrieme constituant des plantes qui est utilmesd'élaboration de molécules importantes
comme les protéines, les nucléotides, les acideiques et la chlorophylle (EPSTEIN,
1972). Il s’accumule sous forme de réserves (SOLRNIDO5D).

L'azote favorise l'utilisation des hydrates de oagy stimule le développement et
I'activité racinaire, favorisant ainsi I'exportatides autres éléments minéraux et la croissance
des plantes (STEVENSON, 1986). Il est essentielr pausynthése des enzymes de la
photosynthese (LAMAZE edl., 1990).

2-Phosphore (P)

Le phosphore a un réle dans une série de foncdanmétabolisme de la plante et il
est I'un des éléments nutritifs essentiels néaesspour la croissance et le développement
des végétaux. Il a des fonctions a caractere snalalans des macromolécules telles que les
acides nucléiques et des fonctions de transfertedjie dans des voies métaboliques de
biosynthese et de dégradation, A la différenceitrata et du sulfate, le phosphore n'est pas

réduit dans les plantes mais reste sous sa foryuweexa plus élevée (MARSCHNER, 1993).

3-Potassium (K)

Selon Achille (2006), Le potassium est I'élémentritii absorbé en plus grandes
guantités que tous les autres éléments minéramailitien la pression osmotique, Et il entre

dans la constitution de certaines enzymes intentena

40



- Dans la synthése des protéines ;

- Dans la synthése de I'ATP ;

- Dans la photosynthése.
4-Calcium (Ca)

Toutes les plantes ont besoin de calcium pour ladtion des parois cellulaires, le
déplacement des sucres, la formation des poilsrladasts sur leurs racines, la neutralité des
poisons qu'elles pourraient produire, 'amélioratie leur vigueur en général et la qualité des
tissus végétaux (Achille, 2006). Il est indispensagiour la croissance des racines étant que
constituant des matériaux de la membrane cellglaire
5-Magnésium (Mg)

C'est le constituant central de la chlorophyllgditicipe a des réactions enzymatiques
lies au transfert d'énergie. (Achille, 2006).
6-Soufre (S)

Comme I'azote et le phosphore, le soufre est :

- un élément plastique, entrant dans la constitutles acides aminés soufrés (cystéine et

méthionine) et donc d'innombrables protéines ;

- un élément catalytique. La carence en soufreasgctérise par la chlorose (disparition de la
chlorophylle) (SOLTNER, 2005b).

La teneur en soufre de pomme de terre est 0.17#atieére seche, le navet 0.39% de M.S.
(DIEHL, 1975).

[11.3.2. Le réle des oligoéléments
1-Fer (Fe)

Son role est uniqguement oligo-dynamique, mais ¢isten

- C’est surtout un transporteur d’électrons, ddre la propriété de changer de valence avec
perte d’'un électron ;

- C’est un élément de liaison entre certaines pregéet des enzymes (SOLTNER, 2005b).
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2-Cuivre (Cu)

Il intervient particulierement dans l'oxydation pda mitochondrie : c’est un
constituant de la cytochrome-oxydase, en fin deneh@spiratoire (SOLTNER, 2005b).
3-Molybdéne (Mo)

D’apres SOLTNER (2005b), Il est nécessaire a deseslanfimes, c’'est aussi un
transporteur d’électrons.
4-Manganese (Mn)

Il intervient dans la photosynthése, sa carencsilsiise aux infections bactériennes.
5-Zinc (Zn)

Il est aussi constituant d’enzymes. La carence ian, 2ntraine des troubles de
croissance.
6-Bore (Bo)

Sa carence se manifeste par des troubles de fonetieent des méristemes.
7-Chlore (CI)

Il est nécessaire a la photosynthese a des desefailes, lors du transfert de I'eau a
la chlorophylle.
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Matériel et Méthodes
I —



L'expérimentation a été menée au niveau du labweatale physiologie et
biotechnologie végétale du Département de I’Agroieode I'Université Ibn Khaldoun et le
laboratoire d’amélioration et de production des eeres de pomme de terre a Sebaine de

Tiaret.

I. Matériel
[.1.Matériel végétal
[.1.1.Origine

Les explants utilisés, lors de cette étude, ontobténus a partir de deux génotypes

Désiréeet Spuntade I'espéceSolanum tuberosum.
I.1.2. Caractéres descriptifs des génotypes

< Désirée

Filiation : Urgenta x Depesche

» Caractéres agronomiques

Maturité « mi-précoce a mi-tardive, dormance mi-longue.

Tuberculese gros, ovale a allongée, forme uniforme a asseound, rouge peau, yeux
superficiels; assez bonne résistance au noircigganterne.

Maladies ¢ assez sensible a mildiou du feuillage, assez baésstance a mildiou du
tubercule; assez sensible a virus de I'enrouleméaistance moyenne a virus A, assez bonne
résistance a virus X et bonne résistance a vifuségistante a la galle verrugueuse; sensible a

la gale commune.

» Caractéres morphologiques

Plante ¢ taille haute a moyenne, structure feuillage du tygermédiaire, tiges port semi-
dressé a dressé, forte coloration anthocyaniqualefe grandes a moyennes, vert foncé a
vertes, silhouette ouverte; floraison abondantete faoloration anthocyanique sur la face
intérieure du corolle de la fleur.

Tuberculese ovale a allongée, peau rouge, lisse, chair jautee péux superficiels.

Germe - grand a moyen, conique, coloration anthocyaniqte o moyenne et moyenne
pubescence de la base; bourgeon terminal moyadceation anthocyaniqgue moyenne a
faible; radicelles assez nombreuses a peu nomiaréaBEONYME, 2007a).
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Figure n°12: Caracteres descriptifs @gsiree.

¢ Spunta
Filiation : Bea x USDA 96-56

» Caractéres agronomiques

Maturité « mi-précoce, dormance mi-longue a longue.

Tuberculese tresgros, allongée, forme uniforme, peau jaune, yeex superficiels, bonne
résistance au noircissement interne.

Feuillage« bon.

Maladies ¢ assez sensible a mildiou du feuillage, sensiblédion du tubercule; assez bonne
résistance a virus de I'enroulement, résistandeud YA, résistance moyenne a virus X et
assez bonne résistance a virdsrésistante a la galle verruqueuse; résistancenmeya la

gale commune.

» Caractéres morphologiques

Plante « taille haute, structure feuillage du type internaée, tiges port semi-dressé a dresse,
coloration anthocyaniqgue moyenne; feuilles grarede®yennes, vert foncé, silhouette mi-
ouverte; floraison abondante a modérée, coloratiwhocyanique absente ou trés faible sur la
face intérieure du corolle de la fleur.

Tuberculese allongés, peau jaune, lisse; chair jaune palex y&s superficiels.

Germe grand, cylindrique et gros, forte coloration anyyetque et forte a moyenne
pubescence de la base, bourgeon terminal grand/@med coloration anthocyanique

moyenne a faible; radicelles abondantes a assebreases (ANONYME, 2007a).
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Figure n°13 : Caracteres descriptifs @&punta.
[.1.2. Germination des semences

Nous avons utilisé pour notre expérimentation dgeesices saines que nous avons
enveloppées dans un morceau d'étoffe suffisammentde mis a I'obscurité totale et a une
température de 23 a 25°C afin de permettre leunigation, qui s'étend sur période de deux

mois ou plus (cela dépend de la variété ).

Figure n°14 : Germination des semenc&6iréeet Spunta.

[.1.3. Lavage des semences

Aprés germination, les semences sont lavéeswad@arante pendant 5 minutes a fin

de les nettoyer.
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[.2. Milieux de culture de micropropagation
[.2.1.Milieu a base de produits chimiques

Afin de déterminer les conditions nutritives lesiplfavorables a la croissance des
explants nous avons choisi le milieu : MS (MURASHI&t SKOOG, 1962).

Les constituants principaux de ce milieu sont I'emisée et les sels minéraux qui se
répartissent en deux groupes, les macroéléments,(K, S, Mg, Ca) et micro-éléments (Fe,
B, Mn, Zn, Cu, N, Co, Mo, I). La source de carbast le saccharose. Pour ce milieu, la

solidification est réalisée a I'aide de I’Agar.

Tableau n°10 :Constituants du milieu MS (Murashige et Skoog, 1962

Ingrédients Solution mére Volume de
Mg/l prélévement
NHsNO; 1650
KNO3 1900
Macroéléments | CACL,.2H,0O 440 50ml A
MgSO,. 7H,O 370
KH.PO, 170
MnSO,.H,O 22.3
ZnSQ.7H,0O 8.6
H3BO3 6.2
Micro-éléments | Kl 0.83 10ml B
NaoM0O,4.2H,O 0.25
CuSQ.5H,0 0.025
CoCh.6H,O 0.025
Fe-EDTA Ne-EDTA 373 10m| C
FeSQ.7H,O 27.8
Sucre Saccharose 20000Mg/ 20000mg
Agar Agar 8g/l 8g
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[.2.1.1. Préparation des solutions meres des miligule culture
a- Préparation de la solution mére de macroéléments
Elle consiste a :

= Verser 600 ml d’eau déionisée dans un bécher de 1L;
= Peser et dissoudre chacun des sels indigués (é)arffant Iégerement au besoin,

= Transférer la solution dans un flacon de 1litreahpléter a 1 litre avec I'eau distillée,

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateu
b- Préparation de la solution mere de micro-élémest

La préparation de la solution mere consiste a :

Verser 600 ml d’eau déionisée dans un bécher de 1L,
= Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (&)arifant Iégérement au besoin;

= Pourle Cu et le Co peser 10 mg de chaque sed didsoudre chacun dans 10 ml

d'eau distillée. Prélever 2,5 ml de chaque solwides ajouter aux autres sels.

= Transférer la solution dans un flacon de 1litreahpléter a 1 litre avec I'eau distillée;

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateu
c- Préparation de la solution mére de Fe-EDTA
Elle consiste a :

= Verser 600 ml d’eau déionisée dans un bécher de 1L;

= Ajouter quelgues gouttes de NaOH et chauffer jus@bullition ;

= Couper la source de chaleur;

= Ajouter le Na EDTA et mélanger jusqu’a dissolution ;

= Ajouter FeSg-7 H,O;

= Transférer la solution dans un flacon de 1litrearhpléter a 1litre avec I'eau distillée ;
= Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateu
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Lors de la préparation des solutions méres, ldérdiits éléments sont apportés dans
I'ordre décroissant de leur concentration afin d&vtout risque de précipitation. Ensuite
toute les solutions meres sont étiquetées, puiservées au froid (4°C) et a I'abri de la

lumiere.
d- Préparation de la solution mére des hormones

= Peser les régulateurs de croissance désirés atidssudre dans quelques gouttes

(2 ml) de solvant approprié ;

= FEtendre avec un peu d’eau, vérifier I'état de sofuet ajouter un peu de solvant au

besoin;
» Transférer la solution dans un flacon de 100 mtahpléter a 100 ml avec I'eau
distillée puis le ranger au réfrigérateur.

1.2.1.2. Préparation de la solution finale du milie de culture

A partir de la solution mere dont la préparationaige ci dessus, on a pu préparer la
solution finale, avec les concentrations exigéel®rsle protocole suivant :

= Verser approximativement 600 ml d’eau déioniséesdenbécher de 1lI;

Peser et dissoudre le saccharose en chauffanetégat au besoin;

= Ajouter le volume nécessaire de macroélémentsopgiléments, FE-EDTA,;
= Ajusterle PHa5.7 + 0.1 avec HCI (10%) ou NaON)(1

= Compléter a 1litre avec I'eau distillée;

= Chauffer puis ajouter I'Agar graduellement en baasde milieu avec un agitateur. Il
faut réduire la puissance de chauffe pour éviter dibordement et brasser
continuellement, la gélose se dissout et le miiewient limpide au bout de 30
minutes environ;

» Enfin, le milieu ainsi préparé est transféré dags tibes de 25 x 75 mm, & raison de
45 ml par tube. Ensuite, les tubes sont hermétignerfermés avec du coton et du

papier aluminium.

48



[.2.2. Milieu a base de cendres
[.2.2.1. Préparation des cendres
On obtient des cendres en deux étapes :
a- Premiére étape
Réduction des végétaux et/ou des épluchures ddearesgers en matiére seche dans
une étuve a 105°C pendant 24 heures.
b- Deuxieme étape
Combustion de la matiére seche (obtenue dans haigne étape) dans un incinérateur

a 450°C pendant deux heures.
[.2.2.2. Préparation des milieux

On mélange 0.5g de cendres dans 250 ml d'eaulésstpar agitation pendant 10
minutes. Puis, on ajoute 5g de saccharose et eagnes ajustement du pH de ces milieux a
5.7 £ 0.1 (par ajout de HCI a 10%), l'agar est #@ula quantité de 2g. Ce mélange est agité
pendant 30 minutes. 39 milieux sont ainsi prépatéacun contenant un type de cendres.

Le milieu obtenu a partir du mélange des 39 espdeesendres est préparé de la
méme facon que précédemment, a une proportion0d2&y de chaque type de cendres dans
250 ml d'eau distillée. Tous les milieux prépam@st placés dans des tubes a essais différents

qui doivent étre étanches a toute contamination.
[.2.3. Milieu de culture de microtubérisation

La composition du milieu de microtubérisation ederitique a celle du milieu de
micropropagation du milieu MS a I'exception du derose dont la concentration sera de 80
g/l au lieu de 20 gflILO et al, 1972). Les bocaux contiennent respectivememl50
Au cours de cette partie d’expérimentation, on iétlithfluence de deux types de milieu MS
sur la microtubérisation. Ces deux milieux utilisést :

= Milieu MS sans régulateurs de croissance.
= Milieu MS avec 5 mg/l d’ANAAcide naphtaléne acétique).

Les régulateurs de croissance utilisés au coursette expérimentation sont des
Auxines. Ces auxines sont peu solubles dans I'taloigent étre préalablement dissoutes
dans quelques gouttes de NaOH 1N. Elles sont dégsadar la lumiére et doivent étre
conservées au réfrigérateur et a I'obscurité. Cadmetrelles sont stables en solutions aqueuses

et a la chaleur (autoclave).
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|.3. Stérilisation
[.3.1. Stérilisation du milieu de culture

La stérilisation de milieu de culture, est assyrael’autoclave a une température de
120° C, et une pression de 1 bar pendant 20 minlatéschnique de la culture in vitro exige
cette température, afin de s’assurer de la degirudes bactéries.

Pour la stérilisation de substances thermolabitesnge les vitamines, hormones et

acides aminés on utilise des pieces de filtratisgcain papier filtre 0.22 micrométre stérile.
[.3.2. La Stérilisation des instruments

Tous les instruments métalliques (pinces, scalfpétsouris ...) ou verreries (Béchers,
boites de pétri comprenant du papier buvard etediémes...) sont enrobés avec du papier
journal avant leur mise en étuve, et sont mis @& a une température de 170° a 200° C
pendant 2 heures de temps, ils ne seront décougeressous la hotte, au moment de leur
utilisation. Au cours des manipulations les instemtis métalliques sont plongés dans I'alcool

a 70%, puis passés aux flammes du bec Benzéndeaafiriler I'alcool.
[.3.3. Stérilisation des explants

Les cultures de tissus végétaux se heurtent ardédemes de brunissement a cause
des contaminations par divers agents (bactériesnpignons ...) ce qui exige Il'utilisation de
solutions stérilisantes telles que I'’hypochlorieesibdium ou de calcium et I'éthanol a 70%.

1.3.3.1. Solutions stérilisantes

Comme le milieu de culture et les instruments dedit, le matériel végétal doit aussi
étre stérilisé, mais sa stérilisation ne peut gafase par étuvage ou autoclavage parce que
ceux-ci 'endommagent ; de ce fait la stérilisatchn matériel végétal est réalisée a l'aide de

solutions stérilisantes suivantes :
a- Hypochlorite de sodium

Pour la stérilisation du tissu végétal, il fautuell I'eau de javel (12°) a une
concentration de (1°) pour ne pas I'endommagetidess. La préparation de cette solution est

réalisée juste au moment de son utilisation.
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b- Alcool

Pour la stérilisation du matériel végétal, on séili’éthanol a 70° et pour celle des
instruments I'éthanol a 99°.

c- Solution antioxydante

Afin d’éviter le brunissement du tissu végeétal aissa des composés phénoliques
sécrétés, on utilise une solution antioxydante.
Pour la préparation de 500 ml de cette solution dissout 50 mg d’acide ascorbique et 75
mg d’acide citrique dans 500 ml d’eau distilléett€solution doit étre stérilisée sous la hotte

par ultrafiltration.
1.3.3.2. Préparation des explants de pomme de terre

Les germes obtenus sont coupés a leur base, Iksatém de ces explants se fait
selon le protocole suivant :

= Tremper les explants dans une solution antioxydaeelant 5 minutes ;

» Mettre les explants dans I'éthanol a 70% pendarge80ndes ;

= Mettre ces explants dans une solution d’hypocldodi¢ sodium a 1% pendant 15
minutes ;

» Rincer avec I'eau stérile 3 a 4 fois pendant 5 t@swhacune ;

= Laisser les explants dans I'eau stérile jusqu’aigueage dans les tubes (NOWBUTH
et LE ,2004).
[I. Méthodes
[I.1.Mise en culture
[1.1.1.Zone du travail

Pour réussir la culture in vitro il est nécessaleerespecter les conditions d’asepsie
totale, de ce fait toutes les manipulations seréatisées sous hotte a flux d’air laminaire
stérile, avec cependant quelques précautions aa&espa savoir :

» Allumage de la hotte, au moins une demi-heure astaague manipulation.
> Nettoyage de la hotte et de son entourage averake de javel (12°), puis avec de
I'éthanol (99°), sans oublier de vaporiser a l'alctous les instruments nécessaires au

travail pendant toute la durée des manipulations.
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» Allumage des becs benzenes un quart d’heure aveagjue manipulation et durant
toute la durée du repiquage.

> Les instruments de travail (scalpels et pinces)squit ainsi stérilisés par étuvage, sont
trempés dans I'éthanol 99° puis flambés et repsgéan support métallique stérile. (il
faut toujours doubler les instruments de travakirppermettre le refroidissement de
I'un tandis que l'autre est en usage.).

> pour plus de sdreté, un papier buvard imbibé dieadavel est placé sur cette zone du
travail.

» Tous les instruments de travail doivent étre adeée du manipulateur de facon a

avoir le moins de grands gestes a faire au courtad®anipulation (de grands

mouvements entrainent des déplacements d'air dsndstjues de contamination).

Les mains doivent étre lavées et rincées a l'eadladel.

Les instruments stérilisés doivent étre disposéaghmn a les avoir dans l'aire stérile.

Penser a éloigner la pipette d'alcool de la flamme.

Ne pas toucher avec les doigts les ouvertureslaess.

Y V. V VYV V

Pour la respiration, se munir d'un masque qui pertdeerejeter l'air expiré vers
l'arriere.

> Oter bague, montre, etc.

Figure n°15 : Organisation du plan de travail.
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[1.1.2. Repiquage des explants
[1.1.2.1. Micropropagation

Apres la germination des tubercules, on attendlgsigermes atteignent au moins 3
cm, pour commencer les manipulations.

Avant de commencer I'ensemencement, on se lavenéass avec du savon suivi de
I'alcool a 70°. On prépare la hotte par stérilsatet la mise en marche de la ventilation. On
prépare tout le nécessaire et on laisse la hottetitmner pendant 30 minutes avant de
commencer la manipulation. On fait la stérilisatdes explants sous la hotte; on réduit la
taille de chaque explant dont le fragment de bangeortant le méristéme stérilisé est saisi
par une pince passée a la flamme et est dépos qapier aluminium stérile.'échantillon
est ainsi découpé en troncons (0.5 cm a 1 cm) cdargochacun au moins deux ébauches

foliaires, a I'aide d'un scalpel passé a la flamme.

Le repiquage des explants sur les milieux de crlest effectué a I'aide de pince
stérilisée et prés de la flamme du bec benzendrdagsons sont prélevés et plantés a raison
d’un par tube "téte en haut”, les ébauches fokag@tant en dehors du milieu de culture tout en
flambant I'ouverture du tube avant et apres I'opérasous la hotte, la fermeture étanche du

tube se fait avec du coton et du papier aluminitérils.
[1.1.2.2. Microtubérisation

Apres 5 a 7 semaines de culture, sous hotte aldlmmnaire, chaque vitroplant est
retiré du tube a l'aide d’'une pince stérile et d&pgur une boite de pétri comprenant du
papier buvard stérile, puis fragmenté en autantrdecons que de nceuds (en éliminant
cependant le bourgeon apical et basal) a fin dfobtdu matériel homogéne. Les trongons
sont ensuite repiqués sur le milieu a raison 1Gures par bocal. Chaque bouture maintenue
avec des grandes pinces stériles, est plantée |damslieu gélosé de facon a ce que le
bourgeon et la feuille attenante soient situés suléace du milieu de culture. Les boutures
utilisées sont des boutures uninodales. Le bot¢altearé a I'aide d’'un couvercle permettant
les échanges gazeux. Le couvercle est percé ddundi 10 mm de diameétre dans le quel on

introduit un morceau de parafilm préalablement stéailisation.
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Protocole de travail

U

|| Milieux de culture “

A Base de produits <:|> A Base de cendres
chimiques (Témoin) (Résidus des végétaux)

Milieu MS Ail Kiwi
(Murashige et Skoog, 1962) Artichaut Laitue
Rubergine Mandarine

Banane Mélange
Betterave Melon
Cardon Menthe
Carotte Navet
Céler Oignon
Chou-fleur Orange
Choux Patate douce
Citron Persil
Coing Petit pois
Concombre Piment
Coriandre Poire
Courgette Poivron
Epinard Pomme
Fenouil | Pomme de terre
Féve Potiron
Grenadine Tomate
Haricot Topinambour

Schéma n°1 Protocole du travail de la micropropagation.
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[1.1.3. Incubation des explants
[1.1.3.1. Micropropagation

Les tubes contenant les méristemes ainsi cultieés glacés dans la chambre de
culture, dont les conditions de culture sont legamies :
» Photopériode : 16 heures de lumiere / 8 heuressdiofié.
» Température : 25 + 1°C
[1.1.3.2. Microtubérisation
Les bocaux contenant des boutures uninodaux sacépldans la chambre de culture
ou ils seront exposés a la lumiére pendant 16 beuae jour et a une température de 25°C
jusqu’au développement des plants. Apres cettdepdiexpérimentation, on arrive a la
microtubérisation. Pour cela, nous avons réalisés ttraitements de photopériodes pour
chaque type de milieu MS avec un seul traitemerneoipérature.
= Température : 20 + 1°C.
= Photopériode : Pour la photopériode on a troiscinaénts :
T1: 16 heures de lumiére / 8 heures d’obscurité.
T2 : 8 heures de lumiére / 16 heures d’obscurité.

T3 : 0 heure de lumiére / obscurité totale.

Protocole de travail

PN

MS+ANA

\ /

Oh 8h 16h 8h 16h

Schéma n°2 Protocole expérimental pour la microtubérisation.
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Figure n°16 : Incubation des explants de la pomme de terre.ofs:de la micropopagation.
B : lors de la microtubérisation.
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[1.2. Mesures effectuées
[1.2.1. Micropropagation

Apres développement, les mesures morphologiquestaffes sont: Le dénombrement
qui a concerné les racines, les tiges et les ésuiPar ailleurs, les autres mesures ont concerné

la longueur des racines et de tiges.
[1.2.2. Microtubérisation

Au cours de cette partie, on a retenu pour cettxidme subculture le nombre de
racines, de nceuds et de microtubercules par va@nbpDe plus des mesures sur certains

parameétres ont été prises en considération a savoir

- lalongueur des racines et de la tige,
- le diamétre des microtubercules,

- le poids des racines et des microtubercules.
[1.3. Analyse statistique des résultats

Une étude statistigue comportant une analyse deaf@ance et le calcul de la
moyenne, sont effectués par le logiciel SPSS ver8i0 et la comparaison des moyennes en

des groupes homogenes a l'aide du logiciel STATTSN Version 6.0.

L’analyse statistique a porté sur la comparaisos diférents traitements a l'aide
d'une analyse de variance (ANOVA) a un seuil de SMivie d’'une comparaison des
moyennes(Test de Newman et Keuls), et cela dans le casimtrhction entre les trois
facteurs (Variété x Milieu x Photopériode) est #igative. Cette analyse est portée sur

I'ensemble des parametres mesurés lors de la mapagation et la microtubérisation.

Les résultats obtenus sont ensuite représentésfeons de graphigues en fonction

des variétes, des milieux et des photopériodeslatacl’aide du logiciel EXCEL.
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Résultats et Discussion
I —



|. Micropropagation

Dans cette premiére partie d’expérimentation ontibséi trois facteurs a savoir
milieux, variétés et temps. Les milieux de cultutiéisés totalise 40 milieux a base de cendres
issus de l'incinération des déchets des végétautxeto les comparant avec le milieu standard
a base de produits chimique MS (Murashige et Skoog)

La durée optimale du développement de microboutigesieux variétés se situe entre

4 a 7 semaines selon le génotype expérimenté.
I.1. La rhizogénése
I.1.1. Nombre de racines principales

L’enracinement c’est I'étape la plus importante slda culture in vitro, car c’est
I'étape qui assure I'amplification des explantsydponse des explants est différente selon la
variété et le milieu de culture utilisé. Le nomlake racine est tres variable d’un milieu a
l'autre et d’'une variété a l'autre.

L’analyse de la variance indique des effets milietemps et interaction milieux x
variétés tres hautement significatifs par contleffdt des autres interactions n’a aucune
incidence significative sur le nombre de racindaqgppales. Ainsi pour le facteur variété ou
on observe un effet non significatifab.11). Cela nous conduit & dire que le nombre de
racines principales est nettement influencé pamiigux en interaction avec le génotype et

du temps et c’est le milieu qui en a plus d’infloerpar rapport au facteur temps.

Tableau n°11 :Analyse de la variance du nombre de racines praesp

Somme des ddl  Moyenne F Signification

carrés des carrés
Milieu 1130,63 40 28,27 11,08 0,00
Variété 2,64 1 2,64 1,04 0,31
Temps 56,39 3 18,80 7,37 0,00
Milieu * variété 965,07 4 24,13 9,46 0,00
Milieu * temps 87,07 120 0,73 0,28 1,00
Variété * temps 1,82 3 0,61 0,24 0,87
Milieu * variété * temps 40,97 120 0,34 0,13 1,00

Les résultats moyen@ab.12) enregistrés montrent qu’en application de milieu d
culture de MS, aucune différence significative hiestée entre les deux variétés testées pour
le processus de la rhizogenése. En effet, sousoreltions de culture, le nombre de racines
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principales formeées est de 6.33 chez la vaDésiréeet 4.67 racines cheSpuntanoté pour

£M semaine de culture.

la

Concernant les milieux de cultures confectionngsrdir des cendres, il se démor
clairement que celles issues mélange ont permis de®sultats moins convainquan
Cependant les données obtenues exposent que leendied racines formées sur ce mi
présentent des valeurs, dans certaines situaiitesieures par rapport au milieu de cult
témoin et les anes milieux a base de cendres. Ainsi on note pauterniere semaine
culture un nombre moyen de racines principalesivatgnt a 2.33 chez la variéDésiréeet |l
est de 2 che3punta(Tab.12).

Pour les autres milieux obtenus toujours a pag#cendres, il se démontre que le
effets sur linitiation et la formation des racinestent extrémement lié a la nature du mat
végeétal expérimenté. Parmi ces milieux, ceux issiesscendres des déchets d’aubergine
coing, de la feve, du pimendu poivron et de la pomme de terre ont donné deslteds

concluants.

D’'une maniére générale, la variéSpuntaa manifesté des aptitudes rhizogénic
plus importantes que celles constatées (Désirée Ainsi, les cendres issues des déc
d’aubergineont permis la formation d’un nombre moyen de 9nesiau cour de 1a°*"®
semaine pour la varié®punt;, alors que les cendres de féve ont permis la fiomaue de

6.67 racines chez la varidd&siré¢ pour la méme périod&ig.17).

i
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=T e = B TE R

Nombremoyen de racines principales

| si 52 | s3

Diéswree _ Spunta

WVarieté x Temps

Figure n°17 : Evolution du nombre de racines principales des deux vargié®nction du
temps.
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Pour, les milieux de culture élaborés a partirasdres d’artichaut, de céleri, de chou-
fleur, de feve et de pomme de terre ont permisolendtion d’'un nombre de racines
principales élevé pour la variétBésirée Cependant les milieux a base de cendres
d’aubergine, de carotte, de kiwi, de navet, de nooivet de pomme ont marqué un haut
nombre de racines principales durant toute la géride culture cheia variété Spunta
(Planche.1.2)

A l'opposé, les milieux de culture a base des cende betterave, de cardon, de choux,
de citron, de concombre, de courgette, de fenaolail,grenadine, d’haricot, de mandarine,
d’oignon, de persil, de poire, de potiron et de @atemont enregistrés un faible nhombre de
racines principales. Toutefois, et comme il a ébdlevé précédemment, les résultats
enregistrés dépendent grandement de la natureadiéség mises en expérimentation. Parmi
milieux, c’est ce de la betterave qui a enregilrplus faible taux de rhizogenese chez les

deux variétés testées avec 2 racimess{rég et 1.67 racinesSpunta.
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Résultats et Discussion
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Aubergine
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Aubergine
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Aubergine
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Dr-R1

Planche n° 1.1 :La croissance de vitroplants du génotypésiréedurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base de cendres dédgibe « A S1, B S2, C S3, D S4 ». r:
Formation de racines ; rs : Néoformation de racgee®ndaires.




Résultats et Discussion

Aubergine

SP-Re Aubergine

Sp-Ry

Aubergine
Sp-Ry

Aubergine
Sp-Ry

Planche n° 1.2 :La croissance de vitroplants du génotymuntadurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base de cendres dégine « A S1, B S2, C S3, D S4 ». pr:

Formation de plusieurs racines.




Tableau n°12 :L’effet des milieux sur le nombre de racines ppades des deux variétés en

fonction du temps.

. Désirée Spunta
Milieux
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
Ail 1,00 2,33 2,67 3,00 3,00 4,33 4,33 5,33
Artichaut 5,33 5,67 5,67 5,67 1,00 1,00 1,00 1,00
Aubergine 4,00 4,00 4,33 5,00 5,67 6,33 7,00 9,00
Banane 4,33 4,33 4,33 5,00 2,00 3,00 3,00 4,33
Betterave 2,33 3,33 3,33 3,33 0,67 2,33 2,33 2,67
Cardon 3,00 3,00 3,00 3,33 233 2,33 2,33 2,33
Carotte 3,67 3,67 3,67 3,67 533 5,67 5,67 6,00
Céleri 5,67 5,67 5,67 5,67 2,67 3,33 3,33 3,33
Chou-fleur 5,67 6,00 6,00 6,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Choux 2,00 2,00 2,00 2,00 1,33 2,33 2,33 2,33
Citron 3,67 3,67 3,67 3,67 1,67 3,00 3,00 3,00
Coing 4,33 4,33 4,33 4,33 3,33 3,33 3,67 3,67
Concombre 0,33 1,33 1,67 2,00 1,67 1,67 1,67 1,67
Coriandre 1,00 1,33 1,33 1,33 4,67 4,67 4,67 5,00
Courgette 1,67 2,33 3,00 3,33 1,33 1,67 2,33 2,33
Epinard 0,00 200 2,33 2,67 0,67 3,33 3,67 5,00
Fenoull 3,33 3,33 3,33 3,33 2,00 2,00 2,00 2,00
Feve 6,00 6,00 6,00 6,67 3,33 3,67 4,00 4,00
Grenadine 2,67 2,67 2,67 2,67 1,33 1,67 1,67 1,67
Haricot 3,00 3,00 3,33 3,33 2,00 2,00 2,00 2,00
Kiwi 2,00 2,00 2,00 2,00 6,00 6,00 6,33 6,67
Laitue 2,67 4,00 4,00 4,00 1,33 1,67 1,67 1,67
Mandarine 2,67 2,67 2,67 2,67 3,33 3,33 3,33 3,33
Mélange 2,00 2,00 2,00 2,33 2,00 2,00 2,00 2,00
Melon 3,67 3,67 4,00 4,00 200 2,33 2,33 2,33
Menthe 1,67 2,33 2,33 2,33 2,33 3,67 3,67 4,00
MS 5,00 5,33 5,33 6,33 4,67 4,67 4,67 4,67
Navet 2,00 2,00 2,00 2,00 4,67 5,00 5,00 5,67
Oignon 2,33 2,33 2,33 2,33 1,67 1,67 1,67 1,67
Orange 2,67 2,67 2,67 2,67 4,00 4,00 4,00 4,00
Patate douce 1,33 1,33 1,33 1,33 3,33 4,00 4,00 4,67
Persil 2,00 2,00 2,00 2,00 1,33 1,67 2,33 2,33
Petit pois 2,67 3,00 3,33 3,67 4,67 4,67 4,67 4,67
Piment 4,00 4,00 4,00 4,00 3,33 3,67 3,67 4,00
Poire 3,00 3,00 3,33 3,33 1,33 1,33 1,33 1,33
Poivron 3,33 500 5,00 5,67 5,33 6,00 6,67 6,67
Pomme 2,33 2,33 2,67 3,33 6,67 6,67 6,67 6,67
Pomme de terre 4,67 500 5,33 5,67 4,00 4,00 5,00 5,00
Potiron 0,33 1,33 2,00 2,00 2,00 2,67 2,67 2,67
Tomate 1,67 1,67 1,67 1,67 0,67 1,67 2,67 2,67

Topinambour 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00 4,33 4,33 4,33
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[.1.2. Longueur de racines principales

L’analyse de la variance montre un effet trés haetd significatif pour les effets
milieux, variétés et temps. Il en est de méme petfet d’interaction milieux x variétés et il
est faiblement significatif pour I'interaction vétés x temps. Cependant les interactions entre
les deux effets milieux x tempt I'effet d’interaction entre milieux, variétés tetmps n’ont
aucun effet significatif sur la longueur de la recprincipalg(Tab.13). Ceci peut s’explique
par le faite que la longueur du systéme racinatdeaucoup plus influencée par les milieux

et le génotype testés que par le temps.

Tableau n°13 :Analyse de la variance de la longueur de racinesipales.

Somme des ddl Moyenne F Signification
carrés des carrés
Milieu 2077,59 40 51,94 18,46 0,00
Variété 84,59 1 84,59 30,06 0,00
Temps 443,32 3 147,77 52,52 0,00
Milieu * variété 1432,16 40 35,80 12,72 0,00
Milieu * temps 132,55 120 1,10 0,39 1,00
Variété * temps 20,17 3 6,72 2,39 0,07
Milieu * variété * temps 142,74 120 1,19 0,42 1,00

Les données moyennes obtenues pour I'ensembleldésrss(Tab.14), montrent que
pour le milieu standard MS, la longueur moyenneadenes formées dans la derniere semaine
de culture est de 5.17 cm chez la varigésiréeet 3.47 cm chez la variéBpunta A partir de
ces constatations, les longueurs obtenues par reullans des milieux a solutions
reconstituées marquent des résultats qui fluctocensidérablement. Parmi ces milieux, c’est
ceux confectionnés a partir des cendres des dédhetardon qui a favorisé la croissance en
longueur la plus élevée de racines durant toutpél@ode d’incubation avec une valeur
moyenne de 9.40 cm a |&"4 semaine chez la varié@punta(Fig.18), et les cendres de
poivron qui a atteint une longueur moyenne de 9&ha 4eme semaine chez la variété
Désiréee(Fig.19), ce qui représente des longueurs plus importaquescelles élaborées en

milieu nutritif standard.
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Résultats et Discussion
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Figure n°18 : Evolution de lalongueur moyennée racines principales durant la période

culture chedDésiréeen fonction du tem;.
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Figure n°19 : Evolution de lalongueur moyennée racines principales durant la période

culture cheSpuntaen fonction du tem.
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A l'opposé, les milieux confectionnés par des ceadde déchets de choux, de
concombre, d’haricot, de persil et de tomate margyde tres faibles valeurs d’augmentation
de la longueur de racines en les comparants avatiél nutritif MS.

Certains milieux nutritifs & base de cendres omé@gtré des résultats de croissance
tres divergents chez les deux variétés testéesi farncéleri, le chou-fleur, la feve, le petit
pois, le poivron et le topinambour ont provogqué ceeaine croissance durant [d'4semaine
avec respectivement 6.73, 6.67, 5.93, 7.53, 9 etn5chezDésirée tandis que chez les
explants issus de la varié&puntaune croissance est induite a f'%4semaine d’incubation
respectivement de 5.57, 5.27, 5.33, 6.03, 7.6726t(8ab.14).
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Résultats et Discussion
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Planche n° 2.1 :La croissance de vitroplants du génotypésiréedurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base des cendresati@d®douce « A S1, B S2, C S3, D S4 ».

Ir : Expression de la racine en longueur.




Résultats et Discussion

Planche n° 2.2 :La croissance de vitroplants du génotymuntadurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base de cendres diegce A S1, B S2, C S3, D S4 ». r:

Formation de racines.
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Tableau n°14: Effet des milieux sur la longueur de racines ppales des deux variétés en

fonction du temps.

Milieux Désirée Spunta
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
Ail 1,33 1,60 1,83 2,00 3,50 4,80 5,87 6,43
Artichaut 2,80 3,33 3,93 5,00 3,07 4,23 4,57 5,17
Aubergine 2,33 2,53 3,77 3,77 4,17 4,97 5,73 6,17
Banane 3,03 3,40 3,53 3,60 0,93 0,97 1,40 1,40
Betterave 1,27 1,37 1,50 1,70 0,03 1,40 2,00 2,37
Cardon 1,93 2,20 3,10 3,33 5,10 6,83 8,40 9,40
Carotte 1,83 2,07 2,57 2,70 3,53 4,17 4,37 4,53
Céleri 4,43 5,40 6,10 6,73 1,83 4,10 4,63 5,57
Chou-fleur 4,07 5,43 6,27 6,67 4,50 4,93 4,93 5,27
Choux 0,27 0,27 0,30 0,40 0,10 0,17 0,27 1,83
Citron 2,87 3,20 3,27 3,40 1,07 1,13 1,20 1,60
Coing 1,27 1,87 1,87 1,87 2,50 4,10 4,73 5,33
Concombre 0,17 0,63 1,07 1,53 0,17 0,20 0,93 1,77
Coriandre 0,50 0,77 1,43 2,07 2,67 3,50 3,90 4,33
Courgette 0,17 0,17 0,40 0,47 0,43 0,97 3,03 3,37
Epinard 0,00 0,87 1,33 1,90 2,33 3,83 5,33 7,47
Fenouil 3,40 4,63 5,83 6,40 0,10 0,10 0,20 0,50
Feve 2,83 4,13 5,00 5,93 3,33 4,57 5,03 5,33
Grenadine 1,90 2,03 2,20 2,27 0,13 0,17 0,27 0,40
Haricot 1,17 1,27 1,37 1,43 0,10 0,27 0,37 0,77
Kiwi 3,17 4,00 4,13 4,57 3,17 4,93 5,40 5,83
Laitue 1,93 2,20 2,57 3,10 0,77 0,77 0,90 1,17
Mandarine 0,70 1,00 1,87 2,13 4,00 4,60 4,93 5,43
Mélange 1,83 2,83 2,87 3,83 0,43 1,40 1,80 2,53
Melon 2,90 3,67 4,33 5,00 4,70 6,10 6,57 6,83
Menthe 0,23 0,23 0,23 0,33 1,30 3,60 5,53 7,37
MS 2,33 3,60 4,17 5,17 1,87 2,57 2,57 3,47
Navet 0,20 0,20 0,23 0,33 4,23 6,17 7,43 8,30
Oignon 4,23 5,60 6,13 6,70 1,57 1,93 1,93 2,93
Orange 0,80 1,00 1,13 1,13 2,50 3,23 4,03 4,17
Patate douce 3,50 4,30 4,57 5,20 1,87 2,97 3,23 4,50
Persil 0,30 0,37 0,37 0,53 0,77 1,03 1,67 2,33
Petit pois 3,00 5,03 6,57 7,53 4,80 5,53 5,77 6,03
Piment 2,33 3,13 3,57 4,00 3,40 4,23 4,63 4,90
Poire 1,50 1,70 1,80 2,80 1,83 3,23 4,03 4,83
Poivron 4,67 6,27 7,20 9,00 2,33 6,50 6,77 7,67
Pomme 2,50 3,50 3,93 4,37 2,97 4,90 5,33 5,67
Pomme de terre 3,50 5,57 7,33 8,13 1,33 1,77 2,00 2,00
Potiron 0,57 0,80 0,97 1,23 2,43 3,83 4,63 5,63
Tomate 1,03 1,13 1,20 1,43 0,50 0,83 1,53 2,40

Topinambour 3,50 3,70 4,60 5,00 4,83 6,10 7,07 8,27
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[.1.3. Nombre de racines secondaires

L’analyse de variance des effets milieux et tempussrindique un effet trés hautement
significatif sur le nombre de racines secondaiksen est de méme pour les effets
d’interactions milieux x temps, milieux x variété variétés x tempgTab.15), Ce qui
signifie que le nombre de racines secondaires asable sur le temps et surtout selon les
différents types de milieu.

Tableau n°15 :Analyse de la variance du nombre de racines segesda

Somme des ddl Moyenne F Signification
carrés des carrés
Milieu 784,74 40 19,62 11,02 0,00
Variété 0,49 1 0,49 0,28 0,60
Temps 83,34 3 27,78 15,60 0,00
Milieu * variété 493,01 40 12,33 6,92 0,00
Milieu * temps 373,33 120 3,11 1,75 0,00
Variété * temps 12,26 3 4,09 2,30 0,08
Milieu * variété * temps 144,57 120 1,20 0,68 1,00

Les résultats moyens obten{&b.16), montrent que le milieu standard MS a permis
la formation d’'un nombre moyen de racines secoedadquivalent a 7.33 chez la variété
Désiréee Tandis que chez la variétépunta ce milieu de culture MS a provoqué une
rhizogenése secondaire de 3.33. Alors que le mdesaulture a base de cendres de poivron a
exprimé en S4 un haut nombre moyen de racines daitea chez les deux génotypes testés
avec 8.67 poubésiréeet 7 pourSpunta(Fig.20).
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Résultats et Discussion
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Figure n°20 : Evolution du nombre de racinesecondaies des deux variél en fonction du

temps.

Les résultats obtenus par utilisation des miliebteous a partir des autres cendres
différents déchets, s’avérent trés faibles. L'eticep est notée aux explts conduits sur
support nutritif issu des déchets de l'ail, d’awfyee de coig, de kiwi, e piment et de
pomme qui ont provoqué I'obtention d’un nombre @enes secondaires remarquables dt
la durée d’incubation des deux variétés expérings(Tab.16).
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Résultats et Discussion

Piment
Piment Dr-R;
Dr-R4

i

Piment
Dr-R,

Planche n°® 3.1 :La croissance de vitroplants du génotypésiréedurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base des cendresimier® « A S1, B S2, C S3, D S4 ». pr:

Formation de plusieurs racines.
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Planche n° 3.2 :La croissance de vitroplants du génotymuntadurant toute la période
d’incubation dans le milieu & base de cendres deeiti « A S1, B S2, C S3, D S4 ». r:

Formation de racines; pr : Formation de plusieacies.
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Tableau n°16 : Effet des milieux sur le nombre de racines secoadales deux variétés en

fonction du temps.

Milieux Désiree Spunta
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4
Ail 0,00 0,33 0,33 0,67 0,00 2,00 3,33 5,00
Artichaut 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Aubergine 1,00 1,00 1,33 1,33 0,00 0,00 1,33 4,33
Banane 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Betterave 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Cardon 0,00 0,00 0,00 0,00 1,67 2,33 4,00 6,67
Carotte 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Céleri 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Chou-fleur 0,67 0,67 1,00 1,33 0,00 0,00 0,00 0,00
Choux 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Citron 0,33 0,33 0,33 0,33 0,00 0,00 0,00 0,00
Coing 2,33 2,33 2,33 2,33 0,00 0,00 0,33 0,67
Concombre 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Coriandre 0,00 0,00 0,00 0,33 0,67 0,67 0,67 0,67
Courgette 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Epinard 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Fenouil 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Feve 0,00 1,67 1,67 1,67 0,00 0,00 0,00 0,00
Grenadine 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Haricot 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kiwi 4,33 4,67 4,67 5,67 0,00 0,33 0,33 0,33
Laitue 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Mandarine 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 0,67 1,00 1,00
Mélange 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Melon 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 0,67 0,67
Menthe 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00
MS 1,33 5,33 6,33 7,33 0,00 2,00 2,67 3,33
Navet 0,00 0,00 0,00 0,00 1,33 1,33 1,67 2,33
Oignon 0,67 0,67 0,67 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00
Orange 0,00 0,33 0,33 0,33 1,67 1,67 1,67 1,67
Patate douce 0,00 0,00 0,00 0,67 2,00 2,00 2,00 3,33
Persil 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,33
Petit pois 0,00 0,00 1,00 1,67 0,00 0,00 0,00 0,00
Piment 0,00 0,00 0,33 0,33 2,00 2,00 2,00 3,33
Poire 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,33 1,67
Poivron 0,00 1,00 8,67 8,67 0,00 1,00 3,00 7,00
Pomme 1,33 1,33 1,33 2,00 0,00 0,00 0,33 0,67
Pomme de terre 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00
Potiron 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 2,00 4,67
Tomate 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Topinambour 0,00 0,00 0,33 0,33 0,00 0,00 0,33 1,33
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l.2. La caulogenese
[.2.1. Le nombre de tiges

L’analyse de la variance nous montre des effetdemx) variétés et temps et
l'interaction entre milieux et variétés trés haudamnsignificatifs et des effets d’interactions
milieux, variétés et temps et l'interaction entréienx et temps non significatifs. Par contre,
I'interaction variétés et temps révéle une actigmificative (Tab.17), ce qui indique que le

nombre de tiges est influencée par le génotypé tades milieux utilisés.

Tableau n°17 :Analyse de la variance du nombre de tiges.

Somme des ddl Moyenne F Signification
carrés des carrés
Milieu 57,67 40 1,44 4,86 0,00
Variété 15,88 1 15,88 53,51 0,00
Temps 34,27 3 11,42 38,50 0,00
Milieu * variété 68,66 40 1,72 5,78 0,00
Milieu * temps 27,19 120 0,23 0,76 0,97
Variété * temps 2,60 3 0,87 2,92 0,03
Milieu * variété * temps 21,36 120 0,18 0,60 1,00

Selon les résultats obten(iBab.18), le milieu MS standard utilisé a provoqué une
caulogenese chez les deux variétés testées, aveaniore moyen de 3.67 chBgsiréeet
2.67 chezSpunta A partir de ce milieu de référence les autresemmd ont engendré des

formations trés variables de tiggsg.21).
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Figure n°21 : Evolutiondu nombre dtiges des deux variétés fonction du temp
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Chez la variétéDésirée¢ les milieux obtenus a partir des cendres dartitt
d’aubergine, de laitue, de poivron, et de potirom grovoqué la formation d’'un nombre
tiges, conséquent avec celui constaté pour le mi&. Dans ce contexte, on constate gt
milieu issu du pivron a donné les meilleurs résultats avec unewahoyenne de 3.33 tig
(Fig.22).
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Figure n°22 : Evolution du nombre de tiges formédurant la période de cultt chez
Désiréeen fonction du temps.
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Résultats et Discussion

Chez la variét&punta ce sont les milieugonfectionnés par les déchets du cardor
la carotte, des épinards, des oignons et de la @owoum ont initié les meilleurs résult
durant la période d’essai. Les cendres des épinatrddes oignons qui ont enregistré
meilleur nombre moyen de tigeui est presque identique a celui de Mvec une valeur
moyenne de 2.33 tig€Eig.23).
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Figure n°23 : Evolution du nombre moyen de tiges formdurant la période de cultt chez
Spuntaen fonction du temps.
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Planche n° 4.2 :La croissance de vitroplants du génotymuntadurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base de cendres ddtdi« A S1, B S2, C S3, D S4 ». pt:
Néoformation de plusieurs tiges.




Tableau n°18 : Effet des milieux sur le nombre de tiges des dearétes en fonction du

temps.
Milieux Désiree Spunta
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4

All 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33 1,67 2,33
Artichaut 1,67 2,33 2,33 2,33 1,00 1,00 1,00 1,00
Aubergine 1,00 1,67 2,00 3,00 1,00 1,00 1,67 1,67
Banane 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,33 1,33 1,33
Betterave 1,00 1,67 1,67 2,33 1,00 1,00 1,00 1,67
Cardon 1,33 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Carotte 1,67 1,67 2,00 2,00 1,33 2,00 2,00 2,00
Céleri 1,00 1,33 1,67 1,67 1,00 1,33 1,33 1,67
Chou-fleur 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Choux 1,00 1,67 1,67 1,67 0,33 1,00 1,00 1,33
Citron 1,67 1,67 1,67 1,67 0,67 1,00 1,00 1,00
Coing 1,33 1,67 2,00 2,00 0,67 1,00 1,33 1,33
Concombre 0,67 1,00 1,00 1,00 0,67 0,67 1,00 1,00
Coriandre 1,00 1,00 1,00 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33
Courgette 1,00 1,00 1,00 1,67 1,00 1,33 1,33 2,33
Epinard 0,67 1,00 1,67 2,00 1,67 1,67 2,33 2,33
Fenouil 1,00 1,67 1,67 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Feve 1,00 1,67 1,67 1,67 1,33 1,67 1,67 1,67
Grenadine 2,00 2,00 2,00 2,00 0,67 1,00 1,00 1,00
Haricot 1,00 1,33 1,67 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Kiwi 1,67 2,00 2,00 2,00 1,33 1,33 1,33 1,33
Laitue 2,00 2,00 2,33 2,33 1,33 1,33 1,33 1,33
Mandarine 1,00 1,00 1,33 1,33 1,00 1,00 1,33 1,33
Mélange 1,00 1,00 1,67 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Melon 1,33 1,67 1,67 1,67 1,33 1,33 1,33 1,33
Menthe 1,67 1,67 1,67 2,67 1,00 1,00 1,00 1,00
MS 1,67 2,67 3,00 3,67 1,00 1,67 1,67 2,67
Navet 1,00 1,33 1,33 1,33 1,33 2,00 2,00 2,00
Oignon 1,00 1,00 1,00 1,00 1,67 1,67 2,33 2,33
Orange 0,67 0,67 1,00 1,33 1,33 1,33 1,33 1,67
Patate douce 1,00 1,67 1,67 2,00 1,67 1,67 1,67 1,67
Persil 1,00 1,33 1,33 1,33 1,00 1,33 1,67 1,67
Petit pois 1,00 1,33 1,67 1,67 1,00 1,00 1,00 1,00
Piment 1,00 1,67 1,67 1,67 1,00 1,00 1,00 1,00
Poire 1,00 1,33 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,67
Poivron 1,00 1,00 2,00 3,33 1,67 1,67 1,67 1,67
Pomme 1,33 1,33 1,33 1,33 1,33 2,00 2,00 2,00
Pomme de terre 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Potiron 1,33 2,00 2,33 2,33 1,00 1,00 1,00 1,00
Tomate 1,00 1,33 1,67 2,00 1,00 1,00 1,00 1,67

Topinambour 1,67 1,67 1,67 2,00 1,00 1,67 1,67 2,00
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1.2.2. La longueur de la tige

Une des réponses des microboutures de pomme @eai@xr milieux de culture est
I'élongation des tiges. Cette derniére est varisd®on la variété et le milieu. Il faut

remarquer que la longueur initiale des explants@siposée dans les mesures qui suivent.

L’analyse de la variance révele des effets tréedemaent significatifs pour les trois
facteurs milieux, variétés et temps et des effétdedactions milieux, variétés et temps et
l'interaction entre milieux et temps non signifiat A lI'opposé linteraction milieux et
variétés présente une haute significatibab.19), ce qui montre que la longueur et le nombre

des tiges sont influencé par le génotype tedesatifférents types de milieux utilisés.

Tableau n°19 :Analyse de la variance de la longueur de la tige.

Somme des ddl Moyenne F Signification
carrés des carrés
Milieu 577,90 40 14,45 10,53 0,00
Variété 250,42 1 250,42 182,52 0,00
Temps 233,93 3 77,98 56,83 0,00
Milieu * variété 411,48 40 10,29 7,50 0,00
Milieu * temps 86,09 120 0,72 0,52 1,00
Variété * temps 9,76 3 3,25 2,37 0,07
Milieu * variété * temps 65,04 120 0,54 0,40 1,00

Selon les résultats moyens obterfliab.20), il se révele que la solution nutritive
standard a permis une élongation caulinaire d'wdew de 3.17 cm chez la vari@ésiréeet
2.73 cm che&punta A partir de ces données de référence, les anitesix reconstitués ont
engendré des longueurs tres variables, suivantnigiure et en fonction du matériel végétal
utilisé. Il faut rappeler qu’a travers I'ensemble des milieux, les élongations caulinaires
obtenues sont de valeurs supérieures par rappaell@s constatées précédemment, en
appliguant le milieu MS et ce sont les milieux &dale cendres d’ail, d’aubergine, de

menthe, de poivron, de potiron et celui issu duamg.

En comparant les résultats, il s’expose que legemxilpréparés a partir des cendres
des déechets d’aubergine, d’haricot, du mélang@edsil, de poivron, et de potiron ont permis
des élongations appréciables chez la vabésirée(Fig.24).
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Figure n°24 : Evolution de la longueur moyenne de tiddurant la période de cultt chez
Désiréeen fonction du temps.

Chez la variétéSpunti, ce sont les milieux confectionnés par les décluad,
d’aubergine, de la courgette, de la menthe, du tnavedu potiron qui ont permis |

meilleures élongations de la ti(Fig.25).
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Figure n°25 : Evolution de la ongueur moyenne de tigésirant la période de cultt chez

Spuntaen fonction du temps.
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Planche n° 5.1 :La croissance de vitroplants du génotypésiréedurant toute la période
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Expression de la tige en longueur ; ts : Néoforamatie tiges secondaires.
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Tableau n°20 : Effet des milieux sur la longueur de tiges desxdeariétés en fonction du

temps.
Milieux Désiree Spunta
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4

Alil 1,43 3,17 3,60 4,17 1,83 2,77 3,23 4,33
Artichaut 2,27 3,07 3,07 3,17 0,83 1,43 2,07 2,80
Aubergine 3,40 3,77 4,47 4,50 1,43 1,60 2,07 4,00
Banane 0,50 0,57 0,97 1,03 0,27 0,47 0,50 0,63
Betterave 2,77 3,30 3,67 3,93 0,73 0,97 1,40 2,67
Cardon 1,03 1,40 1,63 1,83 1,10 1,23 1,30 1,67
Carotte 2,07 2,20 2,40 2,80 1,17 1,37 1,40 1,43
Céleri 0,40 0,63 0,83 1,50 0,50 0,97 1,17 1,87
Chou-fleur 1,10 1,17 1,37 1,40 0,97 1,17 1,27 1,67
Choux 2,40 3,53 3,93 4,33 0,17 0,53 0,93 1,70
Citron 1,73 1,83 1,83 1,83 0,37 0,43 0,67 1,10
Coing 1,47 1,80 1,87 2,00 0,77 1,07 1,17 1,53
Concombre 0,50 0,93 1,40 1,67 0,80 1,00 1,40 2,07
Coriandre 1,50 1,97 3,00 3,30 0,87 0,97 1,03 1,37
Courgette 1,83 1,93 2,07 2,60 2,10 2,57 3,40 3,73
Epinard 0,67 1,00 1,40 2,00 2,13 2,90 2,63 3,33
Fenouil 1,80 2,40 3,90 4,03 0,67 1,17 1,47 1,73
Feve 1,50 1,90 2,10 2,33 0,97 1,27 1,63 2,60
Grenadine 0,77 1,23 1,33 2,00 1,07 1,50 2,10 3,83
Haricot 3,27 3,90 4,17 4,57 0,93 1,30 2,03 2,57
Kiwi 1,23 1,27 1,37 1,53 1,10 1,40 1,63 2,83
Laitue 2,10 2,27 2,43 2,50 0,60 0,80 0,97 1,33
Mandarine 2,17 3,23 4,03 4,30 1,13 1,50 1,63 2,07
Mélange 3,43 4,20 4,67 5,07 0,70 1,13 1,53 2,17
Melon 2,83 2,93 3,10 3,40 0,63 0,73 1,07 1,63
Menthe 2,43 2,93 3,33 3,77 1,03 2,53 5,23 7,67
MS 2,33 3,13 3,13 3,17 1,07 1,13 1,57 2,73
Navet 1,67 2,03 2,27 2,53 1,73 2,13 2,53 4,07
Oignon 1,97 2,47 2,63 2,73 0,30 0,50 0,53 1,27
Orange 1,83 2,27 2,40 2,50 0,77 1,07 1,40 2,00
Patate douce 1,83 3,20 3,23 3,77 1,00 1,87 2,47 3,50
Persil 3,93 4,40 4,73 4,73 0,30 0,60 1,00 1,47
Petit pois 0,97 1,13 1,20 2,77 1,27 1,93 1,83 1,70
Piment 2,50 2,63 2,67 2,90 1,03 1,63 2,23 3,27
Poire 2,17 2,43 2,63 3,03 1,10 1,43 1,73 2,17
Poivron 4,20 6,43 6,67 8,27 1,37 2,00 2,30 4,50
Pomme 0,77 1,13 1,27 1,57 0,73 0,83 0,87 1,73
Pomme de terre 2,53 4,50 5,00 5,00 0,47 0,60 1,00 2,53
Potiron 3,40 4,27 4,47 4,93 0,80 1,50 2,33 3,13
Tomate 2,57 3,07 3,57 4,43 0,73 1,07 1,33 1,63

Topinambour 1,20 1,40 1,43 1,73 1,03 1,20 1,20 1,60
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[.2.3. Nombre de feuilles

La réponse au milieu de culture des microboutueepamnme de terre se manifeste
lors des premieres étapes de reprise par 'augtmmmtdu nombre de feuilles néoformées.
Cette augmentation varie avec la variété en questien fonction du milieu de prolifération
expérimenté.

L’analyse de la variance montre un effet tres haetda significatif pour les effets
milieux, variétés, temps et pour l'interaction milk x variétés de méme il en est hautement
significatif pour 'effet d’interaction variété »mps, quant a I'effet d’interaction entre les
trois facteurs reste non significatif de méme gaifet milieux x tempgTab.21). Cependant
les variétés et les milieux ont montré un effetuoeap plus significatif sur le nombre de
feuilles que celui du temps comme il était signpiécédemment pour le nombre et la

longueur de la tige.

Tableau n°21 :Analyse de la variance du nombre de feuilles.

Somme des ddl  Moyenne F Signification
carrés des carrés
Milieu 812,49 40 20,31 11,43 0,00
Variété 65,05 1 65,05 36,60 0,00
Temps 1274,74 3 42491 239,06 0,00
Milieu * variété 459,24 40 11,48 6,46 0,00
Milieu * temps 192,63 120 1,61 0,90 0,75
Variété * temps 14,52 3 4,84 2,72 0,04
Milieu * variété* temps 143,68 120 1,20 0,67 1,00

Le nombre de feuilles formées a partir des explantivés sur milieu de culture
standard MS, varie de maniere notable a traverariabilité génétique conduifdab.22). En
effet, le nombre marque une valeur moyenne de Gh@ZDésiréeet 6.33 cheSpunta Dans
ce contexte les milieux de culture a base de cendial, de courgette, des épinards, de
menthe, de poire, de poivron, de potiron ont estegg aussi des valeurs moyennes
comparables avec ce dernier.

Les autres milieux ont conditionné des formatiookafres divergentes, dépendant
étroitement de la nature des génotypes testés.n@ape au niveau de la varidd&sirée ce
sont les milieux préparés a partir des cendresddekets d’aubergine, de fenouil, d’haricot,
de persil, de poire, de poivron et de potiron qot engendré des formations foliaires
appréciables, et pour certaines ont des niveauassépt celui enregistré pour le milieu MS
de référencéFig.26).
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Figure n°26 : Evolution du iombre moyen de feuilles formédsrant la période de cultt
chezDésirée

Chez la variét&punti, ce sont surtout les milieux préparés a base, dlailcourgette
d'épinards, de menthe, de navet, de poire, et eopaui ont fourni les résultats les pl
satisfaisant$Fig.27).
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Figure n°27 : Evolution du mmbre moyen dfeuilles forméeslurant la période de cultt
chezSpunta
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Planche n° 6.1 :La croissance de vitroplants du génotypésiréedurant toute la période
d’incubation dans le milieu a base des cendresafieoR « A S1, B S2, C S3, D S4 ». f:

Néoformation des feuilles ; pt : Formation de phuss tiges.




Résultats et Discussion

Planche n°6.2 :La croissance de vitroplants du génotyfeuntadurant toute la période
d’'incubation dans le milieu a base de cendres dAiA S1, B S2, C S3, D S4 ». f:
Néoformation des feuilles ; ts : Néoformation dges secondaires.




Tableau n°22 :Effet des milieux sur le nombre de feuilles desxdeariétés en fonction du

temps
Milieux Désiree Spunta
S1 S2 S3 S4 S1 S2 S3 S4

All 1,33 3,33 4,00 4,67 4,00 5,33 7,00 11,00
Artichaut 1,67 2,00 2,33 3,00 0,00 1,33 2,67 3,33
Aubergine 2,67 3,00 3,67 6,33 1,67 3,00 3,67 5,33
Banane 0,00 1,00 1,33 2,00 0,00 0,00 0,00 0,67
Betterave 2,67 4,00 5,67 7,67 2,00 2,00 2,67 4,33
Cardon 1,00 1,33 1,67 2,67 2,67 2,67 4,33 5,00
Carotte 1,33 2,33 3,33 3,33 1,00 4,00 4,00 4,00
Céleri 1,00 2,00 2,33 3,00 0,33 2,00 3,00 4,33
Chou-fleur 0,67 0,67 2,67 3,00 1,33 1,33 2,67 2,67
Choux 2,67 3,67 5,33 6,33 0,33 1,33 2,00 5,00
Citron 1,67 2,00 2,00 2,33 0,33 0,33 1,00 2,33
Coing 1,33 2,67 3,00 4,00 1,00 2,33 3,00 3,33
Concombre 0,67 1,33 2,33 3,67 1,67 2,00 3,33 4,67
Coriandre 2,00 3,33 3,33 4,67 2,00 2,67 3,00 3,33
Courgette 2,00 2,00 2,33 4,33 1,67 2,67 3,67 6,67
Epinard 0,67 1,67 2,67 4,33 2,67 3,33 4,00 7,00
Fenouil 3,00 4,00 4,67 6,00 2,00 2,00 2,67 4,00
Feve 1,67 3,00 4,00 5,00 1,00 1,00 3,00 4,67
Grenadine 2,67 2,67 2,67 2,67 1,33 2,00 3,00 5,33
Haricot 3,33 4,33 5,00 6,67 1,67 2,33 3,33 5,00
Kiwi 3,00 3,67 3,67 5,67 1,33 2,33 2,67 3,67
Laitue 3,00 3,00 3,33 3,33 1,00 1,33 2,00 4,00
Mandarine 2,33 3,67 4,00 4,67 1,67 2,33 2,67 4,33
Mélange 3,00 3,33 4,67 4,67 1,00 2,00 2,67 4,33
Melon 2,00 2,00 3,00 4,67 0,00 0,00 2,00 3,00
Menthe 2,00 3,33 4,33 5,67 2,33 2,33 6,00 7,33
MS 3,33 4,67 5,00 7,67 2,00 3,33 4,00 6,33
Navet 1,67 2,00 2,67 4,00 2,67 4,00 4,33 6,33
Oignon 2,33 2,33 2,33 2,33 0,00 0,00 1,33 3,33
Orange 1,67 2,33 3,00 3,67 0,33 1,67 3,00 4,00
Patate douce 3,00 2,33 3,00 5,33 0,00 2,67 3,67 5,00
Persil 2,67 3,67 4,67 6,00 1,33 2,00 3,00 4,67
Petit pois 0,67 1,33 2,67 4,67 2,00 2,00 2,00 3,00
Piment 2,00 2,67 3,00 4,00 1,00 1,67 4,00 5,00
Poire 2,67 3,67 5,33 6,00 2,00 2,67 3,33 5,00
Poivron 3,33 3,67 5,00 9,00 0,33 1,67 3,00 5,33
Pomme 0,00 2,00 2,67 3,33 0,00 1,67 2,00 4,67
Pomme de terre 2,00 2,67 3,00 3,00 0,00 0,00 0,00 3,67
Potiron 3,00 4,33 6,00 8,00 1,33 2,33 3,33 7,67
Tomate 2,33 4,00 5,33 7,67 0,00 1,00 2,00 3,67
Topinambour 0,67 0,67 2,67 3,67 1,67 1,67 1,67 3,33
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Planche n°7.1 :La croissance de vitro plants du génotypésiréedurant toute la période
d’incubation dans le milieu standard MS « A S1,B 6 S3, D S4 ». f: Néoformation des
feuilles.




Résultats et Discussion

Planche n° 7.2 :La croissance de vitro plants du génot@mintadurant toute la période
d’incubation dans le milieu standard MS « A S1, B € S3, D S4 ». rs: Formation de

racines secondaires.




|.3. Etudes des corrélations

Les paramétres étudiés dans cette matrice ontérées corrélations avec le temps
surtout pour la longueur de la tige et le nombref@dlles qui ont montré une haute
signification (respectivement r= 0.303 ; r= 0.54B)en est de méme pour le nombre de
feuilles qui est tres hautement corrélé avec le brenet la longueur de la tige (r=0.418 ;
r=0.659) ainsi pour le nombre des racines prinepat la longueur des racines principales

(r=0,464) qui est au méme temps signifié avec tabre de racines secondaires (r=0,336).

L’étude nous a montré aussi que les variétés seseptées une corrélation avec tous
les parameétres étudiés sauf pour le nombre deesgrincipales et le nombre de racines
secondaires, cependant les milieux ne présenteatinau corrélation avec les autres

parametres sauf pour la longueur de la tige quiadsiement significativéTab.23).

Tableau n°23: Matrice des corrélations totales entre les diffeyeparametres de la
micropropagation. NRP: Nombre de racines princgaleRP : Longueur des racines
principales, NRS : Nombre racines secondaires, Nlbmbre de tiges, LT : longueur de la

tige, NF : nombre de feuilles.

Milieux Variétés Temps NRP LRP NRS NT LT NF

Milieux
Variétés| 0,000

Temps | 0,000 0,000

NRP -0,033 0,026 0,116*

LRP 0,07 0,117* 0,267* 0,464*

NRS 0,075 0,013 0,163* 0,282* 0,336*

NT 0,018 -0,194* 0,284* 0,293* 0,258* 0,282*

LT 0,113* -0,314* 0,303* 0,157 0,209* 0,204* 0,28%*

NF 0,036 -0,126* 0,549* 0,142* 0,259* 0,294* 0,418* 0,659*
* La corrélation est significative au niveau 0.03&(diral).

*x La corrélation est significative au niveau 0.01dtdiral).
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Figure n°28 : Evolution de la longueur moyenne de la tige et alonlore moyen de feuilles ¢

fonction du temps et des variété: : Désirée, B : Spunta.
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[l. Microtubérisation

Durant la deuxiéme partie de notre travail, nousnavutilisé les vitroplants de la

premiére génération (micropropagation), dans ledtitidier I'effet de trois facteurs qui sont:

= Variétés ave®ésirée(Dr) etSpunta(Sp).

= Milieu MS sans régulateurs de croissance (MSke milieu MS plus 5 mg/l d’acide
naphtalene acétique (MS+ANA).

= Et enfin la photopériode obscurité totale (O; I8) heures ; 16 heures. En résumé, six

traitements pour chaque variété en considéramhiésux et les photopériodes.
II.1. Rhizogénése

[1.1.1. Nombre de racines

L’analyse de la variance indique des effets tragdment significatifs concernant les
facteurs, milieu, variété et I'interaction milieypkotopériod€Tab.24), ce qui signifie que le
nombre de racines est en fonction de la variétiuanilieu et c’est : le milieu qui en a plus

d’influence que I'effet génotypique.

Tableau n°24:Analyse de la variance du nombre de racines.

Somme des ddl Moyenne F Signification
carrés des carrés
Milieu 33,35 1,00 33,35 5,03 0,03
Variété 485,68 1,00 485,68 73,19 0,00
Photopériode 10,53 2,00 5,26 0,79 0,46
Milieu * variété 7,35 1,00 7,35 1,11 0,30
Milieu * photopériode 71,36 2,00 35,68 5,38 0,01
Variété * photopériode 6,69 2,00 3,35 0,50 0,61
Milieu * variété * photopériode 20,19 2,00 10,10 1,52 0,23

Le test de Newman et Keuls montre la présence detaupes homogengdab.25).
Le traitement de MS avec toutes les photopériodestitue un seul groupe pour la variété
Désiréee de méme les photopériodes du milieu MS+ANA adaption du traitement de 08

heures englobent aussi un autre groupe pour la Raéare.
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Tableau n°25: Détermination des groupes homogenes sur l'influehcnombre de racines

en fonctions du milieu, la variété et la photopéeicTest de Newman et Kel).

Milieu Variété  Photopériode Moyenne du nombre Groupe

de racines homogent
Oh 5,33 ABC
Désirée 08h 4,50 ABC
16h 517 ABC
MS Oh 11,50 DE
Spunta 08h 8,17 ABDE
16h 9,00 BDE
Oh 2,50 C
Désirée 08h 3,83 AC
16h 2,67 C
MS+ANA Oh 7,50 ABDE
Spunta 08h 11,50 E
16h 7,50 ABD

Le nombre de racines le plus élevé est obtenu leheariétéSpunti avec une grande
fréquence a I'obscurité totapeur lemilieu MS et a 8 heures de photopériode du miliet &
ANA. Cependantce nombreest faible dans le milieu MS avec une Iégére sapé¥ichez le
milieu MS qui contient I'’ANA pour tous les traitements de photopéric Ce résultat est
remarqué chez la variétBésirée ou lon observe le méme effet pour les deux mili
(Fig.29).
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Mombremoven de racines

MS MS+ANA MIS MS+AMA

Dréswrée Spunta

Variéte x Milieu x Photopériode

Figure n°29: Nombre de racines en fonction de la photopériodaniieu et de la varié.
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[1.1.2. Longueur de racines

L’analyse de la variance montre un effet trés haetd significatif pour les effets
milieu x photopériode. Il en est de méme pour éefl'interaction entre milieu, variété et
photopériode et il est aussi significatif pour téraction entre les deux effets variété et
photopériode. Cependant l'interaction entre lesxdefiets milieu et variété ainsi l'effet
d’interaction milieu et photopériode n’ont aucufeesignificatif sur la longueur des racines.
Ce qui s'explique par le faite que la longueur rdemnes est beaucoup plus influencée par la

photopériode que le milig{Tab.26).

Tableau n°26:Analyse de la variance de la longueur de racines.

Somme des ddl  Moyenne F  Signification

carrés des carrés
Milieu 32,67 1,00 32,67 4,94 0,03
Variété 13,96 1,00 13,96 2,11 0,15
Photopériode 46,84 2,00 23,42 3,54 0,04
Milieu * variété 10,97 1,00 10,97 1,66 0,20
Milieu * photopériode 8,46 2,00 4,23 0,64 0,53
Variété * photopériode 42,97 2,00 21,49 3,25 0,05
Milieu * variété * photopériode 43,85 2,00 21,92 3,31 0,04

Le test de Newman et Keuls révele I'existence dis fgroupes homogéenes pour tous
les traitements. On observe un seul groupe quiobegious les traitements photopériodiques
guelque soit les milieux utilisés MS ou MS+ANA pdarvariétéDésiréesauf le traitement
MS a 16 heures de photopériode. Ce groupe repettEnplus faibles longueurs de racines.
Ainsi un autre groupe contient tous les traitemenilgeux et photopériodes pour Bpunta
gui montre les longueurs moyennes de racines &df@ion du traitement MS+ANA a
I'obscurité totale. Cependant le troisieme groug@ose la longueur fréquente de racines pour
le traitement MS a 16 heures de photopériode Blésirée(Tab.27).
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Tableau n°27:Détermination des grpes homogenes sur l'influence lddongueu de

racinesen fonctions du milieu, la variété et la photopéei§Test de Newman et Keu

Milieu Variété  Photopériode Moyenne de la longueur Groupe
de racines homogent
Oh 7,68 A
Désirée 08h 8,90 A
16h 13,55 B
MS Oh 9,58 AB
Spunta 08h 11,52 AB
16h 9,33 AB
Oh 7,65 A
Désirée 08h 7,68 A
16h 8,42 A
MS+ANA on 867 y
Spunta 08h 9,90 AB
16h 10,17 AB

La meilleure longueur (« racines est obtenue pole milieu MS a 16 heures de
photopériode pour ldDésirée et a 8 heures de photopériode p@punti. Ces résultats
confirmentles résultats de KECHID (20(. A l'opposé, ce paramétre est nfaiblement
pour le milieu MS a ANApar rapport amilieu MS et ce pour les dewénotype (Fig.30).
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Variéte x Milieu x Photopériode

Figure n°30: Longueur deacines en fonction de la photopériode, du miliedeele variéte.
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[1.1.3. Poids de racines

L’analyse de variance des effets milieu et photiopéret d’interaction entre variéte et
photopériode nous indique I'existence d’'un efféisthautement significatif sur le poids de
racines. Ce qui signifie que le poids des racirstsvariable selon les différents types de

milieu, et surtout la photopériod€ab.28).

Tableau n°28:Analyse de la variance du poids de racines.

Somme des ddl  Moyenne F  Signification

carrés des carrés
Milieu 21535,04 1,00 21535,04 8,16 0,01
Variété 6589,52 1,00 658952 2,50 0,12
Photopériode 23278,34 2,00 11639,17 4,41 0,02
Milieu * variété 349,36 1,00 349,36 0,13 0,72
Milieu * photopériode 721547 2,00 3607,73 1,37 0,26
Variété * photopériode 61065,17 2,00 30532,59 11,57 0,00
Milieu * variété * photopériode 1510,59 2,00 755,29 0,29 0,75

Le test de Newman et Keuls indique que les diffisréraitements se repartissent en
six groupes. Le milieu MS a 8 et 16 heures de pglatodes avec le milieu MS+ANA a
'obscurité totale et a traitement photopériodigde 8 heures pour la variétSpunta
constituent un seul groupe. On a observé ausslaguariétéDésiréeconduite sur le milieu
MS a ANA avec les traitements de 0 et 8 heureshdéopériodes appartient au groupe de tres
faible poids des racing$ab.29).
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Tableau n°29:Détermination des groupes homogenes sur l'influglwpoids di racines en

fonctions du milieu, la variété et la photopérigdiest de Newman et Keul

Milieu Variété  Photopériode = Moyenne du poids Groupe
des racines homogent

Oh 87,58 ABC

Désirée 08h 70,30 AB

16h 151,67 BC

MS Oh 174,12 C
Spunta 08h 107,72 ABC
16h 98,33 ABC

Oh 39,30 A

Désirée 08h 33,03 A

16h 146,67 BC
MS+ANA oh 99,57 ABC
Spunta 08h 86,95 ABC

16h 76,67 AB

Le poids des racines le plus élevé est observé anslieu MS a 16 heures ¢
photopériode poubésiréeet a I'obscurité totale polSpunta cependant il est faible pour
milieu MS+ANA (Fig.31). De méme poule nombre et la longueur des racines, l'effel
'ANA est inferieur au milieu MS sans hormoneet ce pour tous les traitemen

photopériodiques et polas deux génotypes test
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Figure n°31: Poids deaacines en fonction de la photopériode, du miliedeclz variété.
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II.2. Caulogénese

[1.2.1. Longueur de la tige

L’analyse de la variance nous montre un effet mjliphotopériode et l'interaction
entre ces deux tres hautement significatif, partreohieffet variété est non significatif.
Cependant tous les autres effets d'interaction &aiteux ou a trois facteurs ne sont pas
significatifs (Tab.30). Ce résultat peut s'expliquer par le faite quiteyueur de la tige est

influencée par les différents types de milieu stdéférents traitements de photopériode.

Tableau n°30:Analyse de la variance de la longueur de la tige.

Somme des ddl Moyenne F Signification

carrés des carrés
Milieu 86,24 1,00 86,24 14,16 0,00
Variété 0,00 1,00 0,00 0,00 0,99
Photopériode 406,50 2,00 203,25 33,36 0,00
Milieu * variété 1,93 1,00 1,93 0,32 0,58
Milieu * photopériode 54,97 2,00 27,48 4,51 0,01
Variété * photopériode 6,50 2,00 3,25 0,53 0,59
Milieu * variété * photopériode 4,23 2,00 2,12 0,35 0,71

Le test de Newman et Keuls nous réveéle la préseéaceng groupes homogéenes dont
on retrouve un qui regroupe tous les milieux M3& a ANA avec la photopériode de 16
heures pour les deux génotypes. Cependant lentr@iephotopériodique a 8 heures avec les
deux milieux utilisés poubDésirée et Spuntaa I'exception du traitement MS+ANA chez
Désiréeconstitue un autre groupe, ce qui signifie queHatopériode joue un réle dans la

répartition des groupes en fonction du milieu atdaété(Tab.31).
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Tableau n°31:Détermination des groupes homogenes sur l'influgle la longueur de |

tige en fonctions du milieu, la variété e photopériode (Test de Newman et Kel

Milieu Variété  Photopériode Moyenne de la longueur Groupe
de tiges homogent

Oh 12,25 BC
Désirée 08r 13,72 B
16r 7,17 A
MS Oh 12,25 B
Spunta 08r 13,75 B
16r 6,17 A

Oh 8,42 AC

Désirée 08r 10,42 ABC
16r 6,75 A
MS+ANA Oh 7,75 A
Spunta 08Fr 12,08 B
16r 6,75 A

En général les meilleures longueurs de la tige ebaervées dans le milieu MS
photopériode de 8 heures pdDésiréeet Spunta Concernante milieu MS+ANA seule pou
Spuntaqui a marquée des longueurs intéress. Cependantges faibles longueurs de la ti
sont observées dans les deux milieux a photopéuedile 16 heures chDésiréeet Spunta
(Fig.32).

L4.00 7

1200 + @l b o
10.00 + a|

so0o VIF-EI——=3 B — -
coo B Bl Bl Bl Bl Bl Bl Bl & Bl Bl Bl
400 +

200 7

0.00 T
Ol |nsa.|1e;in ol |0311_ 16h | Oh |0311| 16h | Ol |0311| 16l
MS MS+ANA MS MS+ANA

Dréswrée Spunta

L 4

i

2.

L

Longweur de la tige (cm)

Variété x Milieu x Photopériode

Figure n°32: Longueur de la tige en foncti de la photopériode, du milicet de la variéte.
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[1.2.2. Nombre de nceuds

L’analyse de la variance montre un effet tres haete significatif pour l'effet
photopériode et I'interaction milieu x photopériofle méme il en est significatif pour I'effet
milieu et I'interaction entre les trois facteurseg@ndant la photopériode a montré un effet

beaucoup plus significatif que celui du mili@ab.32).

Tableau n°32:Analyse de la variance du nombre de nceuds.

Somme des ddl Moyenne F Signification

carres des carrés
Milieu 10,13 1,00 10,13 4,10 0,05
Variété 7,35 1,00 7,35 2,98 0,09
Photopériode 68,25 2,00 34,12 13,82 0,00
Milieu * variété 2,35 1,00 2,35 0,95 0,33
Milieu * photopériode 18,75 2,00 9,38 3,80 0,03
Variété * photopériode 9,36 2,00 4,68 1,90 0,16
Milieu * variété * photopériode 15,53 2,00 7,76 3,14 0,05

Le test de Newman et Keuls du nombre de nceudsepattr en cing groupes. Le
traitement photopériodique de 8 heures constituseuh groupe quelque soit le milieu utilisé
avec le traitement MS+ANA et 16 heures de photopiérichez les deux variétés. Cependant

le traitement MS a I'obscurité totale révele urragiroupe poubésiréeet Spunta(Tab.33).

Comme pour la longueur de la tige, le nombre dedsomiplus important est observé
dans le milieu MS a photopériode de 16 heures folésiréeavec un nombre supérieur
(10.17). Pour le milieu MS+ANA les meilleurs nombreont observés a 8 heures de
photopériode pouDésirée et Spunta respectivement 8.17 et 8.50, cependant les deux
génotypes présentent le méme nombre entre les tmibements photopériodiques :

I'obscurité totale et 16 heures pour le milieu §Fgy.33).
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Tableau n°33:Détermination des groupes homogenes sur I'influglu nombre de nceuen

fonctions du milieu, la variété et la photopérigdiest de Newman et Keul

Milieu Variété  Photopériode Moyenne du Groupe
nombre de nceuds homogent
Oh 7,00 A
Désirée 08h 7,83 AB
16h 10,17 B
MS Oh 7,17 A
Spunta 08h 7,83 AB
16h 7,00 A
Oh 5,67 AC
Désirée 08h 8,17 AB
16h 7,83 AB
MS+ANA on 250 C
Spunta 08h 8,50 AB
16h 7,83 AB
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Figure n°33: Nombre de nceuds en fonction de la photopériodaitieu et de la variét
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Résultats et Discussion
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Planche n°8:Production des microtubercules a I'obscurité totdlez les deux génotypes,

Dr : Désirée Sp :Spunta ut : microtubercules.
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Planche n°9:Production des microtubercules a une photopéri@l8 beures chez les deux
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[1.3. Microtubercules
[1.3.1. Positions et formes

Durant la microtubérisation on a remarqué que lesatubercules se positionnent
selon trois modes :
- Au niveau du bourgeon bagalanche.10)
- Au niveau du bourgeon axillai{planche.9)
- Au niveau du bourgeon apiogdlanche.8)
Cependant on a noté trois formes de renflementuecgnfirme les résultats de
SEABROOKet al.,(1993) :
- Renflement au niveau des bourgeons de la tigeipale(planche.9)
- Renflement au niveau des bourgeons des tiges saices(ghlanche.8)
- Apparition d'un microtubercule secondaire au destugpremier(planche.10) cette
croissance secondaire ou la multiforme de microtudes est provoquée par un
désordre physiologique.

11.3.2. Aspect morphologique

On a observé au cours de la microtubérisation gausiformes de microtubercules, les
plus fréquentes sont les formes ovales, rondesl@ipour les deux variétés.

Selon CESTY BORDA YEPEZet al (2001) la couleur du périderme des
microtubercules est différente entre ceux incubkslamiére et ceux a I'obscurité totale. De
méme les microtubercules ont présenté trois coslleluwr périderme selon le traitement
photopériodique utilisé, de sorte qu'on a obsered thicrotubercules anthocyane clair a
foncé, vert clair et blancs respectivement poumplestopériodes de 16 heures, de 8 heures et
d’obscurité totaldplanche.11 ; 12) Ceci est expliqué par le phénoméne de photosyatbé

la lumiére joue un réle important dans I'expresgierchlorophylle.

11.3.3. Nombre de microtubercules par vitroplant

Le nombre de microtubercules est en fonction deal@été, cela est confirmé par
'analyse de variance qui nous révéle un effetétarires hautement significatif ainsi pour
I'effet photopériode et I'effet d’interaction vat@&x photopériode qui révele une signification
tres haute. Il est de méme pour l'effet milieu. €®ant, les autres effets d’interaction aucune

signification n’est a notgiTab.34).
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Tableau n°34:Analyse de la variance du nombre de microtuberquéewitroplant.

Somme des ddl Moyenne F Signification

carres des carrés
Milieu 1,68 1,00 1,68 5,99 0,02
Variété 11,68 1,00 11,68 41,63 0,00
Photopériode 30,11 2,00 15,06 53,66 0,00
Milieu * variété 0,35 1,00 0,35 1,24 0,27
Milieu * photopériode 0,78 2,00 0,39 1,39 0,26
Variété * photopériode 8,44 2,00 4,22 15,05 0,00
Milieu * variété * photopériode 1,44 2,00 0,72 2,57 0,08

Le test de Newman et Keuls nous montre la présga@@ng groupes homogenes. Les
milieux MS et MS+ANA utilisés constituent un seubgpe homogéne avec des traitements
photopériodique de I'obscurité totale et de 8 hey@urSpuntaet seulement de 8 heures de

photopériode poubésirée(Tab.35).

Tableau n°35: Détermination des groupes homogénes sur l'influedoe nombre de
microtubercules par vitroplant en fonctions du eiili la variété et la photopériode (Test de

Newman et Keuls).

Milieu Variété  Photopériode Moyenne du nombre de Groupe
microtubercules par vitroplant homogéne

Oh 2,50 B

Désiree 08h 1,00 A

16h 3,50 C

MS Oh 1,17 A
Spunta 08h 1,50 A

16h 2,33 B

Oh 3,33 C

Désirée 08h 1,67 A
16h 3,33 CD

MS+ANA on 150 y
Spunta 08h 1,33 A

16h 2,67 BD

Comme l'ont souligné GARNER et BLAKE en 1989, lemrtwre de microtubercules
par vitro plant est de 1 a 2. Il est presque idgmtipour les deux variétés testées, les milieux
et les traitements photopériodiques, sauf ga@siréequi présente un nombre un peu élevé
qui peut atteindre parfois trois microtubercules yi&ro plant et cela est observé dans les
deux milieux & I'obscurité totale et & 16 heurepketopériode.
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Cependant la variétSpuntaa présenté quelques différences entre les diff@

traitements, de sorte que le meilleur résultatobservéa 16 heures pour les deux milx

(Fig.34).
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Figure n°34: Nombre de microtubercules par vitroplant en forrctite la photopériode ¢

milieu et de la variété.

[1.3.4. Diametre demicrotubercules

L’analyse de la variance nous révele un effet miltees hautement significa
Cependant/|'effet d’interaction a deux factet (milieu x photopériode) est tres hautem
significatifs ; de méme l'effet d’interaction vaéx milieu et photopériodest hautement
significatif, cequi signifie que la variété n presque aucun effet sur le dietre, par contre

c’est la photopériode et le milieu cont en plus d’'influencéTab.36).

Tableau n°36:Analyse de la variancdu diameétre de microtubercules.

Somme des ddl Moyenne F Signification

carrés des carrés
Milieu 18,30 1,00 18,30 30,61 0,00
Variété 0,42 1,00 0,42 0,7C 0,41
Photopériode 2,50 2,00 1,25 2,0¢ 0,13
Milieu * variété 0,13 1,00 0,13 0,2z 0,64
Milieu * photopériode 5,58 2,00 2,79 4,6€ 0,01
Variété * photopériode 2,17 2,00 1,09 1,82 0,17
Milieu * variété * photopériode 4,38 2,00 2,19 3,6€ 0,03
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Le test de Newman et Keuls nous montre la présgasix groupes homogéenes. On a
ainsi observé que Aésiréeregroupe tous les traitements de 16 heures depiobde dans
le méme groupe quelque soit le milieu utilisé.nlest de méme pour &puntaa I'exception
du milieu MS(Tab.37).

Tableau n°37: Détermination des groupes homogenes sur l'influedoe diametre de

microtubercules en fonctions du milieu, la variétéla photopériode (Test de Newman et

Keuls).
Milieu Variété  Photopériode Moyennedu diametre de Groupe
microtubercules homogéene
Oh 4,28 AB
Désirée 08h 3,45 A
16h 4,48 ABCD
MS Oh 4,05 AB
Spunta 08h 4,50 ABC
16h 3,87 AB
Oh 4,40 ABC
Désirée 08h 5,83 D
16h 4,75 ABCD
MS+ANA oh 5,30 BCD
Spunta 08h 5,70 CD
16h 4,70 ABCD

Le diametre de microtubercules est en relation &veuilieu et la photopériode. Les
meilleurs traitements photopériodiques observéd senx de 8 heures avec le milieu
MS+ANA pour les deux variétés, ensuite vient leienilMS dont la meilleure photopériode
est celle de 8 heures pdbpuntaet 16 heures poubesirée(Fig.35) (planche.11 ; 12)
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Figure n°35: Diametre de microtubercules en fonction de la ppé@tiode, du milielet de la

variété.
[1.3.5. Poids demicrotubercules

L’analyse de la variance nous renseigne sur urt g6 hautement significatif po
les effets milieu xphotopériode, ainsi pour les effets d'interactianit @ deux (milieu >
photopériode) ou a trois facte révelent une trés haute significatipfiab.38). Cela nous

montre que le poids est en fonction du milieu efadghotopériods

Tableau n°38:Analysede la variance du poids microtubercules.

Somme des ddl Moyenne F Signification

carrés des carrés
Milieu 6167,90 1,00 6167,90 38,0( 0,00
Variété 0,14 1,00 0,14  0,0C 0,98
Photopériode 2518,24 2,00 1259,12 7,7¢ 0,00
Milieu * variété 15,49 1,00 15,49 0,1C 0,76
Milieu * photopériode 2441,67 2,00 1220,83 7,52 0,00
Variété * photopériode 554,17 2,00 277,09 1,71 0,19
Milieu * variété * photopériode 2398,78 2,00 1199,39 7,3¢ 0,00

Le test de Newman et Keuls nous révele que tousdeements utilisése repartissent
en six groupes homogenedn remarque ainsi que les deux variétés quiévolué sur
traitement milieu MS e& obscurité totale appartiennent au méme gr(Tab.39). De méme

le traitemebndu milieu MS & ANA a 16 heur«de photopériode cotigie un autre group
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Tableau n°39: Détermination des groupes homogénes sur linfluedce poids de
microtubercules en fonctions du milieu, la variétéla photopériode (Test de Newmar

Keuls).
Milieu Variété  Photopériode Moyenne du poids de Groupe
microtubercules homogent

Oh 27,35 AB

Désirée 08r 16,55 A
16r 37,47 ABC

MS Oh 20,83 AB
Spunta 08r 38,77 ABC

16r 24,28 AB

Oh 32,25 AB

Désirée 08r 68,20 D
16F 39,23 ABC

MS+ANA oh 43,62 BC
Spunta 08r 56,17 CD
16r 36,85 ABC

Les meilleurs poids sont observés dans le miliedrM$A qui présente les poids I

plus élevés a une photopériode de 8 heures Désiréeet Spunta Par contr, le milieu MS

présente les meilleurs poids a 16 heures Désiréeet a 8 heures po@punt: (Fig.36).

Enfin et comme c’était évoqué pour le diametre, ttagements qui ont donné |

poids les plus faibles sont ceux de I'obscurit@liopourDésiréedans le milieu MS+ANA e

pour Spuntadans le milieu MS, (s résultats sortonfirmé par les travaux de PRUSet al
(2001, 2002).
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[1.4. Etude des corrélations

Les paramétres étudiés dans cette matrice ontriéédes corrélations avec le milieu
et surtout pour le diametre des microtuberculde pbids des microtubercules. Elle est aussi
marquée pour la longueur de la tige et le nombre mé&rotubercules avec une haute
corrélation. Il en est de méme pour le diametre rdesotubercules qui est trés hautement
corrélé avec le poids des microtubercules (r=0,7&8}i que pour la variété et le nombre de
racines (r=0,686).

L’étude nous a montré aussi que la variété eslefmibnt corrélée avec les autres
parameétres étudiéependant la photopériode a présenté une cormélavec tous les
parametres sauf pour le nombre de racines, le diand@ microtubercules et le poids de

microtuberculegTab.40).

Tableau n°40: Matrice des corrélations entre les différents pataes de la

microtubérisation. Mil : Milieu, Var : Variété, PhpPhotopériode, NR : Nombre de racines,
LR : Longueur des racines, PR : Poids des racliks,longueur de la tige, NF : nombre de
noeuds, NM : Nombre de microtubercules, DM : Diamées microtubercules, PM : Poids

des microtubercules.

Mil Var Php NR LR PR LT NN NM DM

PM

Mil
Var | 0,000

Php] 0,000 0,000

NR | -0,180 0,686* -0,067

LR }-0,234¢ 0,153 0,27 0,190

PR |-0,277% 0,153 0,119 0,339* 0,214

LT }-0,305* 0,001 -0,394* 0,231 0,022 0,124

NN | -0,190 -0,162 0,440 0,131 0,312* 0,355* 0,376*

NM | 0,154 -0,405* 0,342* -0,337* 0,106 -0,018 -0,506* 0,063

DM | 0,514 0,078 -0,024 0,171 -0,001 -0,201 0,050,234 0,011

PM | 0,509 -0,002 0,077 0,032 -0,056 -0,117 0,016,285 -0,023 0,758*

* La corrélation est significative au niveau 0.03&(tdral).
* La corrélation est significative au niveau 0.@ilgtéral).
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|. La micropropagation

Durant la premiére partie d’expérimentation, onoéérune croissance normale de la
tige et cela en fonction du temps. On a observéi aine rhizogénese tres développée. La
culture in vitro, technique de reproduction, plusrfprmante dans la conservation des
potentialités génétiques et la qualité phytosamitaie conditionne par l'initiation des racines
et tiges feuillues. La détermination d'un milieu égdat pour I'élaboration de -cette
organogenese a toujours constitué des sujets desipates recherches inscrites dans ce
domaine. Les objectifs escomptés visent essemtielie & mettre au point des compositions

engendrant une aisance dans la réussite de |'op@rat

L’étude présentée s’attelle principalement a me#re comparaison les résultats
d’organogenese, dégagés d’'un milieu nutritif recoaniversellement apte a reproduire cette

espece, avec ceux préparés par nos soins et ssukechets ménagers.

Parmi les résultats obtenus, il se confirme quédgnération in vitro de la pomme de
terre repose essentiellement sur la variabilitéaiapécifique. En effet le comportement des
deux génotypes expérimentés dans les processitsatiom et formation des racines et tiges a
partir des méristemes s’avere trés différent. ltemsort de ces résultats, que toute tentative de
mise en culture in vitro, serait précédée d’'unénitédn du matériel végétal concerné par ces
manipulations. Ce résultat se confirme largementigmtravaux de MARGARA (1984) qui
démontrent qu'a travers lI'ensemble des especessmée culture, les résultats de
'organogenese se trouvent grandement influencédgsacaractéristiques intrinseques des

explants.

Etant donné que le nombre des racines principalfegement influencé a la fois, par
le génotype et la nature du milieu utilisé dangelmps, il serait plus évident d'étudier le
phénomene de la rhizogénese en se basant seuleinest parametre. Les milieux préparés a
base de cendres d’aubergine, du coing, de la thv@iment, du poivron et de la pomme de
terre permettent d'obtenir des résultats satisftisau méme titre que le milieu nutritif
standard MS.

En comparaison avec ce qui est observé au niveamdastemes mis en culture sur
milieu nutritif standard, il est évident que legparations a base de cendres contiendraient
'ensemble des éléments nutritifs assurant undtiomrminérale équilibrée. Ces faits sont a

I'origine d’'une rhizogenése d’'une importance corapd a celle affichée par le milieu
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témoin. A travers cette étude, on a méme constaeles résultats issus des solutions de
cendres sont d’un intérét pratique plus intéres€aati serait la conséquence d’une éventuelle
interaction entre constituants de ces derniéres amiii pu engendrer un environnement

épigénétique favorable a I'initiation et la fornwatides racines.

La plupart des milieux utilisés, reconstitués dipaes déchets et le milieu standard,
ont engendré une caulogenése abondante. Les mémetatations sont faites pour ce
processus que celui de la rhizogenese. Ainsi cedasolutions issues des déchets ont initié

un nombre de tiges plus élevé que celui du mikeaain.

La caulogenése a été importante par utilisation mdgeux a base d’artichaut,
d’aubergine, de la laitue, du mélange, du milieu, M poivron, et du potiron chez la variété
Désirée Les résultats sont plus intéressants sur milidexculture issus des déchets du
cardon, de la carotte, des épinards, des oigndada pomme et le milieu standard MS chez

la variétéSpunta

Les meilleurs valeurs de longueur des tiges sotdnoies apres 4 semaines pour les
milieux de culture a base de cendres d’ail, d’aginer;, de la menthe, du poivron, du potiron
et celui issu du mélange chdzésirée et Spunta et elles sont de 8.27 et 7.67 cm
respectivement pour les deux variétés. Ces valejognent les résultats de NOWBUTé4
al., (2005) qui ont trouvé que la taille des vitroplaatgeint 8.9 + 5cm apres 40 jours de
culture. La différence entre la longueur des tigesla méme variété dans les quarante un
milieux de prolifération peut étre expliquée pardiéférence entre les concentrations des
éléments minéraux qui les constituent. Cette difiée est expliquée par BRHADDA &it,
(2003) beaucoup plus par la teneur en azote essiata. La bonne élongation des tiges dans
un milieu de culture est le résultat de la présate®l avec des concentrations importantes,
cet élément chimique est le constituant fondametgalmatiéres vivantes. La présence de K+
joue un rble dans I'élongation des tiges et la pation des matieres vivantes comme il est
signalé par SKIRFDJ, (2007). Dans notre expérimamtaon a observé des différences
d’élongation des tiges entre les deux variétés dans les milieux et pendant toutes les
périodes d'études, ces différences sont expligpéeda capacité de régéenération de chaque
variété, nous avons remarqué que la vaggéntaa toujours donné les mauvaises longueurs
que laDésirée A ce moment, nos résultats contredisent ceuxARRET et al.,(1980); LEet
al., (1997) ,qui ont trouvé que Résiréepossede une capacité moyenne de multiplication

avec une taille réduite.
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Une des réponses aussi des explants dans les>idistiés est la formation de feuilles
avec leur nombres, nous avons trouvé gu'’il y adiiérences hautement significatives entre
les quarante un milieux durant les quatre périagesulture des deux variétés. Les meilleures
valeurs sont obtenues avec les milieux de culturas& de cendres d’ail, de la courgette, des
épinards, de la menthe, de la poire, du poivronpdiiron qui ont enregistrés des valeurs
moyennes comparables avec celui du milieu témoiM8edans la troisieme a la quatrieme
semaine pour les deux variétés. GEORGE, (1993)phge¥é I'augmentation du nombre de
feuilles, par la bonne élongation des tiges. Nousns remarqué par ailleurs que le
pourcentage du nombre de feuilles était élevée thamperiode 3 a 4 semaines dans tous les
milieux, ce qui favorise la photosynthése qui asdebon développement des vitroplants, ce
qui expligue I'augmentation de la vitesse de ceoisge des tiges et racines des deux variétés
dans la période 3 a 4 semaines. La différence éedreleux variétés est due toujours a la

différence génétique des deux variétés.

Le nombre de feuilles est un parametre tres rebBeatans le processus de la culture in
vitro chez la pomme de terre. Ceci revient audait I'aisselle de chaque feuille il y'aura la
formation d’un bourgeon axillaire contenant une ieoge meéristéme caulinaire terminal
susceptible d’étre prélevé et faire I'objet d’'urpigpiage, technique indispensable a la
multiplication par boutures (DUCREUX at, 1998).

[l. La micotubérisation

Nos meilleurs résultats sont obtenus avec les imerures inoculées dans les bocaux
gue ce soit pour la rhizogénése, la caulogénéda microtubérisation. Cela est expliqué par
SAKAR et NAIK, (1998) dont les travaux ont porté sies densités d’inoculation allant de 1
a 5 microboutures par récipient et ils ont obtenud meilleurs résultats avec les densités de 4
a 5 boutures par récipient ; dans leurs travawpéissent que ce serait peut étre du a la
diffusion de quelques substances de croissancdsgaoutures repiquées qui favoriseraient
le développement caulescent et racinaire des péamntu

La microtubérisation est un processus physiologigtglé par plusieurs facteurs
comme la température, la photopériode et les réguia de croissance (SEABROOKadt,
1993 ; KHURI et MOORBY, 1996).

Au cours de la microtubérisation on a observé woissance racinaire trés développée

dans le milieu MS ; par contre elle était tresladwec le régulateur de croissance : 'ANA.
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Cependant PELACH@t MINGO-CASTEL (1991) ont expliqué que I'augmentation
de la rhizogénése pourrait perturber ou retarderitaotubérisation, et que le faible poids des
racines favorise la microtubérisation. Cela esteolisdans notre étude, de sorte que le milieu
MS a présenté le taux de racines le plus éleva;mmlirrait expliqué ainsi le fait que 'ANA a
donné le meilleur taux de microtubérisation et @etaause d’ un apport d'auxine exogene qui
inhibe rapidement et sévérement I'élongation deies alors que la méme concentration
stimule la méme réponse dans les tissus aérienshMWE, 2007b). Donc l'arrét de la

croissance des racines, entraine le début de latub@risation.

Selon HUSSEYet STACEY (1981) qui expliquent que les jours longgofégsent une
vigueur de la croissance et une production de ngludsimportantes tandis que les jours
courts favorisent la production des microtubercalesc des diameétres importants (HUSSEY
etSTACEY, 1981 ; SEABROOJt al, 1993 ; CHARLESet al,, 1995).

Dans le milieu MS sans ANA les tiges donnent ledleuges longueurs, cela a cause
de I'absence des Cytokinines qui sont considéressme des inductrices et stimulatrices de
la tubérisation (PALMERet SMITH, 1970 ; EWING, 1985) et la BAP (LECLER& al,
1994) et la Kinétine (VILLAFRANCAet al, 1998) font partie des meilleurs inducteurs de la

microtubérisation.

Et comme on lI'a déja évoqué au dessus avec lesesgdia croissance des tiges est
aussi en relation avec la microtubérisation. Sdachjae la tubérisation a lieu au niveau de
'extrémité des stolons, qui sont du point de vuerphologique des tiges, les substances
inductrices de la tubérisation semblent étre dbgbitnices de croissance car la tubérisation
débute juste aprés l'arrét de I'élongation desosi®l; il semblerait qu’elles inhibent aussi la

croissance des tiges.

Le nombre de microtubercules par vitroplant esteehta 3 et aucun effet significatif
n'a été observé entre les trois facteurs variétiégumet photopériode. Cela se confirme avec
les résultats de CESTY BORDA YEPEZ al (2001) ou ils ont observé qu’il y a aucun effet
significatif entre les variétés et les régulateuds croissances sur le nombre de
microtubercules par vitroplant. Dans notre étudeaocosbtenu un nombre presque identique

entre les deux variétés.
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Selon PRUSKIet al (2001) I'exposition des vitroplants a une photopeei de 08
heures durant la microtubérisation est essentgtler produire un nombre suffisant de
microtubercules par vitroplant. Cependant on aviéde meilleur nombre de microtubercules
a 16 heures de photopériode, ensuite a I'obsciatiéde. Cependant le plus faible nombre est

observé dans les traitements de 08 heures.

Les diamétres de microtubercules varient selomaiéetment photopériodique utilisé,
de sorte qu'on a eu les meilleurs diamétres a ureopériode de 8 heures. De méme
SEABROOKet al (1993) ont remarqué que les microboutures expasées traitements de
photopériodes de courtes durées (8 heures) produdes microtubercules dont le diametre
est supérieur a celui des traitements de longuéed(ir6 heures). PRUSKL al (2001) ont
confirmé cela et ont ajouté que les diametres ligs faibles sont ceux obtenus a I'obscurité

totale.

Comme nous l'avons précisé plus haut avec le dianl@tlumiére et I'obscurité totale
ont un effet sur le poids des microtubercules CEEDRDA YEPEZet al (2001).
Dans les travaux de SEABROGHK al (1993) les meilleurs poids obtenus des microtubbescu
sont ceux de 8 heures de photopériode qui estghguar une photopériode de 16 heures. Ces
résultats sont similaires avec nos résultats ad¢pton du milieu MS ou la variété Désirée a
donné son meilleur poids a une photopériode de eilels au lieu de 8 heures. Cela se
confirme avec les résultats de PRUSKIal (2002) ou ils ont observé un effet significatif
entre la variété et la photopériode sur le poidsrderotubercules, et aussi pour I'interaction
entre variété, milieu et photopériode. Donc la kmia un effet direct sur le poids des
microtubercules. GOPAL etl (1997) (1998) déclarent que le poids des microtubes de
certaines variétés augmente en lumiére surtoud phbtopériode est entre 8 heures et 10

heures.

La vitesse de microtubérisation est beaucoup phfisencée par le milieu et le
régulateur de croissance. L'ANA a montré un efigniicatif sur la vitesse (un cycle de
culture de 10 semaines), par contre le milieu M@résenté la durée la plus longue de
tubérisation : il a atteint la moyenne de 12 seemiu temps queE et THOMAS (2009)
avait montré qu’apres une période de croissandénetuctionin vitro, les microboutures de
pomme de terre cultivées étaient capables de dewedodes tubercules au bout de 16

semaines. Cependant la meilleure photopériodeedist @e 08 heures et d’obscurité totale ;
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cette derniere correspond avec les déclarationsQRTI et al (1991), selon les quelles la

microtubérisation est rapide en obscurité totale.

En général la durée de microtubérisation dans ricakail est considérée courte par
rapport aux autres travaux et cela s’explique pauadint de réjuvénilisation (le retour a I'état
juvénile), état favorisant la microtubérisation démutures issues des vitroplants
(MARGARA, 1984 ; NOZERAN et BANCILHON, 1972). HAICOR (2002) signale que la
réjuvénilisation physiologique du matériel végétast atteinte qu’aprés 2 a 3 subcultures (2
a 3 générations).ECLERC et al (1994) constatent que la durée de tubérisatiarflaé pas
sur le nombre de microtubercules produits par explaalgré un prolongement important de

la durée de culture des variétés Kennebec, SupsirRusset Burbank.

Le nombre de microtubercules produits par cultoreitro varie selon la variété et le
type de traitement photopériodique (SEABRO®@MKal, 1993 ; GOPALet al, 1998).Notre
procédé de développement de microtubercumestro est comparable au systeme de culture
de KAMARAINEN-KARPPINEN et al (2010) qui, en prolongeant I'exposition des plagsul
au milieu de culture, obtiennent effectivement diaéage de microtubercules sur un cycle de
culture de 16 semaines. Toutefois, ils constatelet lg rendement par explant initial reste
encore faible : le taux moyen varie, selon le eati entre 0,7 et 1,4 microtubercules par
explant initial et par cycle de culture. Comparatihent, notre procédé fournit, pour une
période de tubérisation de 12 semaines, deux fhis pour Désirée qui a atteint trois
microtubercules par vitroplant et cela est obselasgs les deux milieux a I'obscurité totale et
16 heures de photopériode. Ce fait corrobore lesitais de LE et THOMAS (2010) qui ont
aboutit a un taux moyen d’environ trois microtulies utilisables par explant initial a été
relevé pour la variété Bintje pour une période d& semaines et ils ont amené a
‘faugmentation du nombre de tubercules de qualitétegmes de poids et de taille, en
prolongeant la culture du cultivar Bintje au-deld 16 semaines. La faible production de
microtubercules obtenue par KAMARAINEN-KARPPINEHN al (2010) semble étre due a la

quantité réduite en éléments nutritifs mise a $pasition des explants initiaux.

RANALLI (1997), affirme que la plupart des variétggesentent une meilleure
production de microtubercules dans les courtesgp@otodes (8 heures) que dans I'obscurité
totale. De méme SEABROO#t al (1993) ont obtenu des meilleurs résultats dansdasges
photopériodes (8 heures) que dans les longuesgili@$) et cela avec les variétés katahdin et
russet burbank. Ces résultats corroborent les siéresorte qu’on a eu les meilleurs résultats
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a 08 heures de photopériode et avec le milieu M8IA, chezDésiréeet Spunta Cependant
les plus faibles taux sont obtenus dans les mild&xsans ANA. CUTTER (1978) explique
gue cette faible production des microtuberculeg pe associée a :

» L’inhibition corrélative des bourgeons axillairearge bourgeon apical (dominance
apicale). SACHS et THIMANN (1964) montrent que |€ytokinines peuvent
diminuer l'inhibition corrélative.

* Le prolongement de la durée de culture au-dela6dseinaines favorise en revanche
l'augmentation de la biomasse des microtubercllEsef THOMAS, 2010).

* Le manque de stimulateurs de tubérisation.

* La nutrition insuffisante.

Ces résultats différents peuvent étre expliqués HBIFRADA et al (1986) ou |l
affirme que la photopériode n’est pas le seul dabeur de tubérisation et qu’il y a d’autres
facteurs comme I'ajout du saccharose et des Cyitwdgn Cela peut étre expliqué aussi par
SEABROOK et al (1993) ; BIZARRIet al (1995) ; GOPALet al (1997) ou ils démontrent
gue la production des microtubercules est un psusesi’'une dépendance variétdles
caractéristiques particulieres liées au génotyperpent étre a I'origine de cette variabilité
de tubérisation en milieu de culture contrélé, cariont souligné RANALLIet al (1994) et
HOSSAIN (2005) qui rapportent que le potentiel derotubérisation des pommes de terre
est un caractere dépendant du génotype, lui-mémienfent influencé par les facteurs
environnementaux. En outre, le renouvellement diéléts nutritifs adaptés a chaque phase
de culture permet d’augmenter le nombre de micevttlles autant que I'apport de l'azote
sous forme de NHNO; permet également le grossissement des microtuberduUE et
THOMAS, 2009).

Entre obscurité totale et éclairage JAKSON (1998)ctue que c’est la durée de la
période d’obscurité et non pas celle d’éclairagejowe un role important dans l'induction
des microtubercules. Cependant la photopériode yjoule tres important aprés I'obtention
des microtubercules. Selon FOR®&t al (1991) les microtubercules produits sous une
photopériode de 8 heures sont plus résistantsddédaydratation que ceux produits sous une
obscurité totale. De méme plusieurs chercheurs affitmé que la dormance des
microtubercules dépend de la durée de la photapg@ppliguée durant la microtubérisation
(TABORI et al, 1999 ; COLEMANet COLEMAN, 2000).

123



Conclusion
e —



En temps actuel, l'utilisation de la technique déwe in vitro pour la production de
semences chez la pomme de terre, constitue unmadite tres importante qui ne cesse
d’évoluer pour substituer les techniques classigeegendrant des problemes d’aspects
divers. Sa généralisation se justifie principalemgsr son faible colt économique et son
efficacité dans la production de plants de meiegualité phytosanitaire en un temps

largement plus réduit.

Notre étude renferme deux volets : la micropropagagt la microtubérisation. Lors
de la micropropagation, les microboutures ont gb&ulées sur le milieu témoin MS et sur les
milieux nutritifs a base de cendres prévus a cageiest d'une réalisation facile et pratique
(techniques et préparations simples) d'une padndroique et hygiénique (déchets et leur
récupération) d'autre part. L’incinération des ddshdes végétaux constitue la principale
étape pour la préparation des milieux nutritifseesigls a la croissance des méristemes; ainsi

les déchets récupérés et transformés permettented’@ pollution de I'environnement.

L'utilisation des différents milieux de culturesiss des déchets ménagers récupérés a
fournit des résultats encourageants dans les decegsus conditionnant la réussite de la
régénération in vitro, a savoir la formation, desimes et tiges. L'utilisation de certains
milieux nutritifs a méme déclenché et de maniénesilares, une rhizogenése et une
caulogenese aussi performantes que celles corstatéaiveau du milieu de culture MS,
utilisé comme témoin. Les résultats obtenus etdestatations faites dans cette partie restent
forcément incomplets pour élucider I'ensemble d#sriogations liées a cette étape. Il est
indispensable de procéder dans des travaux futune aneilleure caractérisation minérale de
solutions issues de ces déchets et d’en expligaseeffets inductifs de I'organogenése chez
cette espece.

Le but de ce travail c’est I'obtention des micratdules de différents traitements,
c’est la raison pour laquelle on a précédé la mudrérisation par la micropropagation et cela

dans le but d’obtenir des vitroplants sains et awvegrand nombre de microboutures.

Au cours de la microtubérisation, plusieurs remasgont été observées. Le milieu MS
sans régulateur de croissance et sous differeatertrents photopériodiques a présenté le

meilleur enracinement. Cependant 'ANA a donné auxtd’enracinement trés faible; les
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mémes observations ont été obtenues avec la longeda tige. Cependant la photopériode

de 08 heures avec le milieu MS & ANA a donné lelenes taux de microtubérisation.

Le nombre de microtubercules par vitroplant regémiique entre tous les traitements,

cependant la variéf@ésiréea présenté un nombre un peu élevé par rapp@panta

En ce qui concerne le poids et le diametre, la q@iode a exercé une grande
influence sur eux, de facon qu'on a obtenu desspeiddes diametres supérieurs dans les
traitements photopériodiques de 8 heures et deelifieh que dans ceux de I'obscurité totale ;
cette derniere a donné les plus faibles diametteses plus faibles poids. Donc la

photopériode a un effet direct sur le poids etidengtre.

Les microtubercules de pomme de terre produitsitro sont actuellement utilisés
dans de nombreux secteurs de I'agriculture comntérimbpour la recherche, la conservation
des ressources geéneétiques et la distribution iatemmale de génotypes cultivés, ainsi que

pour les systemes de certification.

Concernant I'amélioration de la pomme de terre,classtatations faites suite a ces
divers résultats pour les recherches a venir demrgiorter sur I'étude de:

= L’amélioration de la nutrition des plants in vipar substitution des milieux de culture
chimiques par ceux confectionnés a partir des wésils végétaux d’en expliquer les
effets inductifs de I'organogenése tout en conaitiua la réduction du coQt
économique d’une part et au recyclage et la valtias des déchets d’autre part .

» La dormance des microtubercules qui pose toujouizrobléme.

= L’amélioration de la qualité des microtuberculesermes de poids (> 1 g) et de taille
(> 1 cm) pour étre utilisables dans les systemegrdéuction et de certification des
semences.

= La creation d'une variété typiquement algériennagrespond avec toutes nos
conditions de culture.

= L'utilisation des techniques de cultuhe vitro pour la production des métabolites

secondaires.
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Annexe n°1l:Espéces utilisées pour la préparation des miliebase de cendres.

Especes Nom scientifique Famille
Alil Allium sativum Liliacées
Artichaut Cynara scolymus Asteracées
Aubergine Solanum melongena Solanacées
Banane Genre : Musca Musacées
Betterave Beta vulgaris Chénopodiacées
Cardon Cynara cardunculus Asteracées
Carotte Daucus carota Apiacées
Céleri Apium graveolens Apiacées
Chou-fleur Brassica oleracea Brassicacées
Choux Brassica oleracea Brassicacées
Citron Citrus limon Rutacées
Coing Cydonia oblonga Rosacées
Concombre Cucumis sativus Cucurbitacées
Coriandre Coriandrum sativum Ombelliferes
Courgette Cururbita pepo Cucurbitacées
Epinard Spinacia oléracea Ombelliferes
Fenouil Foeniculum vulgare Ombelliferes
Feve Vicia faba Fabacées
Grenadine Punica granatum Punicacées
Haricot Phaseolus vulgaris Fabacées
Kiwi Actinidia deliciosa Actinidiacées
Laitue Lactuca sativa Asteracées
Mandarine Citrus reticulata Rutacées
Melon Cucumis melo Cucurbitacées
Menthe Mentha aquatica Lamiacées
Navet Brassica campestris Brassicacées
Oignon Allium cepa Alliacées
Orange Citrus sciensis Rutacées
Patate douce Ipomoea batatas Convolvulacées
Persil Petroslinum crispum Ombelliferes
Petit pois Pisum sativum Papilionacées
Piment Genre : capsicum Solanacées
Poire Pyrus communis Rosacées
Poivron Capsicum annuum Solanaceées
Pomme Malus pumila Rosacées
Pomme de terre Solanum tuberosum Solanacées
Potiron Cucurbita maxima Cucurbitacées
Tomate Lycopersicon exulentun Solanaceées
Topinambour Heliantus tuberosus Asteracées
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Matiere végétale fraiche

(m.f.) 1000 g U

Dessication

Matiere séche
(m.s.=10% mf.) 100g

Minéralisation

Matiére minérale
(10% m.s.)

el

\

Eau (90% m.f) 900 g

Matiére organique (90% m.s.) g g
459 ©5g 40g

Macro-€léments 86g

329 03g 04g 30g 15g 02g
Micro-éléments 34 1 mg

e n n u [o]

20mg 8mg 3mg 2mg 1img 0,1mg

Non indispensables 149

04g 03g 02g 05¢g

Annexe n°2: Analyse minérale d'un modéle végétal (d'apres MOBARL995 in

MARTINEZ, 2000).



Annexe n°3: Macronutriments essentiels a la majorité des ptanvasculaires et

concentrations internes considérées comme adéddapses PETER al, 2007).

Elément

Symbole
Chimique

Forme
disponible
pour les
plantes

Concentration
adéquate dans
un tissu sec en

mg/kg

Fonctions

Hydrogéne

H,O

60000

L'hydrogene est seulement

nécessaire a la construction des

sucres et par conséquent a la
croissance. Il provient de l'air et
de l'eau.

Carbone

CG,

450000

Le carboneest le constituant

majeur des plantes. On le retrouve

dans le squelette de nombreuse
biomolécules comme I'amidon @
la cellulose. Il est fixé grace a la
photosynthese, a partir du
dioxyde de carbone provenant ¢
I'air, pour former des hydrates d
carbone servant comme stocka
d'énergie a la plante.

Oxygéne

O,, H20,
CO2

450000

L'oxygene est nécessaire a la
respiration cellulaire, les
mécanismes de production
d'énergie des cellules. On le
retrouve dans de trés nombreux
autres composants cellulaires. |
provient de l'air.

S
u

le

ge

Azote

NOs, NH;"

15000

L'azote est le composant des
acides aminés, des acides
nucléiques, des nucléotides, de
chlorophylle, et des coenzymes

a




Potassium

10000

Le potassiumintervient dans
'osmose et I'équilibre ionique,
ainsi que dans l'ouverture et la
fermeture des stomates; active
€galement de nombreuses
enzymes.

Calcium

Ca

5000

Le calcium est un composant de
la paroi cellulaire; cofacteur

d'enzymes; intervient dans la
perméabilité des membranes
cellulaires ; composant de la

calmoduline, régulateur d'activitg

membranaires et enzymatiques

Magnésium

Mg

Mg? +

2000

Le magnésiumest un composar
de la chlorophylle; activateur de
nombreuses enzymes.

Phosphore

H.PO,,
HPO,*

2000

Le phosphoreon retrouve dans
les composés phosphatés
transporteurs d'énergie (ATP,
ADP), les acides nucléiques
plusieurs coenzymes et les
phospholipides.

Soufre

1000

Le soufrefait partie de certains
acides aminés (cystéine,
méthionine), ainsi que de la
coenzyme A.




Annexe n°4: Micronutriments essentiels a la majorité des p@antvasculaires et

concentrations internes considérées comme adédadapses PETER al, 2007).

Elément

Symbole
Chimique

Forme

disponible pour

les plantes

Concentration

adéquate dans

un tissu sec en
mg/kg

Fonctions

Chlore

Cl

Cl~

100

Le chlore intervient dans

'osmose et I'équilibre ionique;

probablement indispensable
aux réactions

photosynthétiques produisant

l'oxygene.

Fer

Fe

Fe** Fe**

100

Le fer est nécessaire a la
synthéese de la chlorophylle;
composant des cytochromes
de la nitrogénase.

Bore

HsBOs

20

Le bore intervient dans

['utilisation du Calcium, la
synthese des acides nucléiqu
et l'intégrité des membranes.

Manganese

Mn

Mn?*

50

Le manganeseest I'activateur
de certaines enzymes;
nécessaires a l'intégrité de la
membrane chloroplastique et
pour la libération d'oxygéne
dans la photosynthese.

Zinc

Zn

Zr*

20

Le zinc est 'activateur ou
composant de nombreuses
enzymes.

et

1es




Cuivre

Cu

Cu*,C/P*

Le cuivre est I'activateur ou
composant de certaines
enzymes intervenant dans le
oxydations et les réductions.

Nickel

Ni

Ni2+

Le nickel forme la partie
essentielle d'une enzyme
fonctionnant dans le
métabolisme.

Molybdene

Mo

MOO42_

0,1

le molybdéneest nécessaire ¢
la fixation de l'azote et a la
réduction des nitrates.

2




Annexe n°5: Temps minimal de stérilisation du milieu de cult fEORRES, 1989 ;
ANONYME., 1999).

Volume du milieu Temps minimal de stérilisation

(ml) (min)
20-50 15
75 20
250-500 25
1000 30
1500 35
2000 40

Annexe n°6:Niveaux relatifs généralement acceptés de vanatwnaclonale dans la culture
in vitro de matériel végétal (WANG at., 1994).

Méthode de culture de tissus Niveau relatif de variation

= Meéristémes (apicaux +axiliaires) BAS
= Masses embryogéniques
-embryons somatiques
-embryons gamétogéniques
= (Calinorganisé

-bourgeons adventifs

= Suspensions cellulaires ‘L
= Protoplastes ELEVE




Annexe n°7:Type de régulateurs de croissance et leur solédfANONYME, 1999).

Régulateurs

Solvants

1- Auxines

2- Cytokinines

3- Gibberellines

2-4-D
AIA
AlB
ANA

Adénine
Adénine sulfate
BAP

BA

2lp

Kinétine
Thidiazuron
Zéatine

GA3

EtOH ou 1 N NaOH
EtOH ou 1N NaOH
EtOH ou 1N NaOH
1 N NaOH

1.0 HCI ou NaOH
NaOH ou HCI

EtOH ou NaOH

1 N NaOH

1 N NaOH

1 N NaOH

DMSO

1 N NaOH

EtOH

Source: Cahier de références techniques. Micropropaggiam I'entreprise serricole. Centre

d’Information et de Développement Expérimental erriSulture (CIDES) www.cides.qc.ca



1. Micropropagation

Annexe n°8:Le nombre moyen de racines principales en fonatasmilieux.

Milieux Moyenne NRP
All 3,25
Artichaut 3,29
Aubergine 5,67
Banane 3,75
Betterave 2,54
Cardon 2,71
Carotte 4,54
Céleri 4,42
Chou-fleur 3,96
Choux 2,04
Citron 3,17
Coing 3,92
Concombre 1,50
Coriandre 3,00
Courgette 2,13
Epinard 2,46
Fenouil 2,67
Feve 4,96
Grenadine 2,13
Haricot 2,58
Kiwi 4,13
Laitue 2,63
Mandarine 3,00
Mélange 2,04
Melon 3,04
Menthe 2,79
MS 5,08
Navet 3,54
Oignon 2,04
Orange 3,33
Patate douce 2,67
Persil 1,96
Petit pois 3,83
Piment 3,83
Poire 2,25
Poivron 5,46
Pomme 4,75
Pomme de terre 4,83
Potiron 1,96
Tomate 1,79

Topinambour 3,13




Annexe n°9:La longueur moyenne de racines principales en i@mctes milieux.

Milieux Moyenne LRP
All 3,42
Artichaut 4,01
Aubergine 4,10
Banane 2,28
Betterave 1,45
Cardon 5,04
Carotte 3,22
Céleri 4,85
Chou-fleur 5,26
Choux 0,64
Citron 2,22
Coing 2,94
Concombre 0,81
Coriandre 2,40
Courgette 1,13
Epinard 2,88
Fenouil 2,65
Feve 4,52
Grenadine 1,17
Haricot 0,84
Kiwi 4,28
Laitue 1,68
Mandarine 3,08
Mélange 2,19
Melon 5,01
Menthe 2,35
MS 3,22
Navet 3,39
Oignon 3,88
Orange 2,25
Patate douce 3,77
Persil 0,92
Petit pois 541
Piment 3,78
Poire 2,84
Poivron 6,30
Pomme 4,15
Pomme de terre 3,95
Potiron 2,51
Tomate 1,20
Topinambour 5,38




Annexe n°10:Le nombre moyen de racines secondaires en fondéemilieux.

Milieux Moyenne NRS
All 1,46
Artichaut 0,00
Aubergine 1,54
Banane 0,38
Betterave 0,00
Cardon 1,83
Carotte 0,00
Céleri 0,00
Chou-fleur 0,46
Choux 0,00
Citron 0,17
Coing 1,29
Concombre 0,00
Coriandre 0,38
Courgette 0,00
Epinard 0,00
Fenouil 0,00
Feve 0,63
Grenadine 0,00
Haricot 0,00
Kiwi 2,54
Laitue 0,00
Mandarine 0,38
Mélange 0,00
Melon 0,25
Menthe 0,25
MS 3,54
Navet 0,83
Oignon 0,33
Orange 0,96
Patate douce 1,25
Persil 0,17
Petit pois 0,33
Piment 1,25
Poire 0,38
Poivron 3,67
Pomme 0,88
Pomme de terre 0,38
Potiron 0,88
Tomate 0,00

Topinambour 0,29




Annexe n°11:Le nombre moyen de tiges en fonction des milieux.

Milieux Moyenne NT
All 1,50
Artichaut 1,54
Aubergine 1,63
Banane 1,17
Betterave 1,42
Cardon 1,92
Carotte 1,83
Céleri 1,38
Chou-fleur 1,50
Choux 1,21
Citron 1,29
Coing 1,42
Concombre 0,88
Coriandre 1,21
Courgette 1,33
Epinard 1,67
Fenouil 1,29
Feve 1,54
Grenadine 1,46
Haricot 1,25
Kiwi 1,63
Laitue 1,75
Mandarine 1,17
Mélange 1,25
Melon 1,46
Menthe 1,54
MS 2,25
Navet 1,54
Oignon 1,50
Orange 1,17
Patate douce 1,63
Persil 1,33
Petit pois 1,21
Piment 1,25
Poire 1,38
Poivron 1,75
Pomme 1,58
Pomme de terre 1,50
Potiron 1,50
Tomate 1,33

Topinambour 1,67




Annexe n°12:La longueur moyenne de la tige en fonction desemni

Milieux Moyenne LT
All 3,07
Artichaut 2,34
Aubergine 3,25
Banane 0,62
Betterave 2,43
Cardon 1,40
Carotte 1,85
Céleri 0,98
Chou-fleur 1,18
Choux 2,19
Citron 1,23
Coing 1,46
Concombre 1,22
Coriandre 1,75
Courgette 2,53
Epinard 2,01
Fenouil 2,15
Feve 1,79
Grenadine 1,57
Haricot 2,84
Kiwi 1,53
Laitue 1,63
Mandarine 2,51
Mélange 2,86
Melon 2,04
Menthe 3,62
MS 2,28
Navet 2,37
Oignon 1,55
Orange 1,78
Patate douce 2,61
Persil 2,65
Petit pois 1,60
Piment 2,36
Poire 2,09
Poivron 4,47
Pomme 1,11
Pomme de terre 2,70
Potiron 3,10
Tomate 2,30

Topinambour 1,35




Annexe n°13:Le nombre moyen de feuilles en fonction des milieux

Milieux Moyenne NF
All 5,08
Artichaut 2,04
Aubergine 3,67
Banane 0,63
Betterave 3,88
Cardon 2,67
Carotte 2,92
Céleri 2,25
Chou-fleur 1,88
Choux 3,33
Citron 1,50
Coing 2,58
Concombre 2,46
Coriandre 3,04
Courgette 3,17
Epinard 3,29
Fenouil 3,54
Feve 2,92
Grenadine 2,79
Haricot 3,96
Kiwi 3,25
Laitue 2,63
Mandarine 3,21
Mélange 3,38
Melon 2,08
Menthe 4,42
MS 4,54
Navet 3,46
Oignon 1,75
Orange 2,46
Patate douce 3,13
Persil 3,50
Petit pois 2,33
Piment 2,92
Poire 3,83
Poivron 3,92
Pomme 2,04
Pomme de terre 1,79
Potiron 4,50
Tomate 3,25

Topinambour 2,00




2. Microtubérisation

Annexe n°14: Nombre moyen de racines en fonction du milieu, aevariété et de la

photopériode.
Milieux Variétés | Photopériodes NR
MS Désirée Oh 5,33
08h 4,50
16h 5,17
Spunta OoH 11,50
08h 8,17
16h 9,00
MS+ANA Désirée Oh 2,50
08h 3,83
16h 2,67
Spunta Oh 7,50
08h 11,50
16h 7,50

Annexe n°15:Longueur moyenne de racines en fonction du mild®ula variété et de la

photopériode.
Milieux Variétés | Photopériodes LR
MS Désirée Oh 7,68
08h 8,90
16h 13,55
Spunta OH 9,58
08h 11,52
16h 9,33
MS+ANA Désirée Oh 7,65
08h 7,68
16h 8,42
Spunta Oh 8,67
08h 9,90
16h 10,17




Annexe n°16: Poids moyen de racines

en fonction du milieu, devdsiété et de la

photopériode.
Milieux Variétés | Photopériodes PR
MS Désirée Oh 87,58
08h 70,30
16h 151,67
Spunta OH 174,12
08h 107,72
16h 98,33
MS+ANA Désirée Oh 39,30
08h 33,03
16h 146,67
Spunta Oh 99,57
08h 86,95
16h 76,67

Annexe n°17:Longueur moyenne de la tige en fonction du milide,la variété et de la

photopériode.
Milieux Variétés | Photopériodes LT

MS Désirée Oh 12,25
08h 13,72

16h 7,17

Spunta OH 12,25

08h 13,75

16h 6,17

MS+ANA Désirée Oh 8,42
08h 10,42

16h 6,75

Spunta Oh 7,75

08h 12,08

16h 6,75




Annexe n°18: Nombre moyen de nceuds en fonction du milieu, dedaété et de la

photopériode.
Milieux Variétés | Photopériodes NN
MS Désirée Oh 7,00
08h 7,83
16h 10,17
Spunta OH 7,17
08h 7.83
16h 7,00
MS+ANA | Désirée Oh 5,67
08h 8,17
16h 7,83
Spunta Oh 4,50
08h 8,50
16h 7.83

Annexe n°19:Nombre moyen de microtubercules par vitroplantaction du milieu, de la

variété et de la photopériode.

Milieux Variétés | Photopériodes NM
MS Désirée Oh 2,50
08h 1,00
16h 3,50
Spunta OH 1,17
08h 1,50
16h 2.33
MS+ANA Désirée Oh 3,33
08h 1,67
16h 3,33
Spunta Oh 1,50
08h 1,33
16h 2,67




Annexe n°20:Diamétre moyen de microtubercules en fonction diiemide la variété et de

la photopériode.

Milieux Variétés | Photopériodes DM
MS Désirée Oh 4,28
08h 3,45
16h 4,48
Spunta OH 4,05
08h 4,50
16h 3,87
MS+ANA | Désirée Oh 4,40
08h 5,83
16h 4,75
Spunta Oh 5,30
08h 5,70
16h 4,70

Annexe n°21:Poids moyen de microtubercules en fonction du milge la variété et de la

photopériode.
Milieux Variétés | Photopériodes PM
MS Désirée Oh 27,35
08h 16,55
16h 37,47
Spunta OH 20,83
08h 38,77
16h 24,28
MS+ANA Désirée Oh 32,25
08h 68,20
16h 39,23
Spunta Oh 43,62
08h 56,17
16h 36,85




Résumé

Notre étude nous a permis, tout d’abord, d’attedrighbjectif principal que nous nous
sommes fixé au départ, a savoir la possibilitéédgemérein vitro une plante entiere des deux
variétés de pomme de terre a saudd@siréeet Spuntavia la caulogénese et la rhizogénése
dans des milieux confectionnés a partir des cendieedéchets végétaux. Elle nous a permis
de connaitre 'effet de la composition minérale deeux d’induction sur les processus
organogeénétiques des deux variétés étudiées. Peursi cette étude nous a permis de
conclure que les méristtmes constituent les explaoht des bonnes aptitudes
organogénétiques. Cette premiére génération rapieese phase de micropropagation qui a

pour but 'obtention d’'une quantité suffisante deovplants sains.

Nous avons par la suite étudié la microtubérisatierces deux variétés selon deux
types de milieux MS a savoir MS sans hormones edMBIA et selon trois photopériodes :
obscurité totale, 8 heures et 16 heures. Le mM&ua présenté une croissance des racines et
des tiges tres élevée par rapport au milieu MS & Adépendant I'effet inverse a été observé
pour le taux et la durée de microtubérisation. hatppériode a influencé la microtubérisation
et son effet a été fortement observé sur les pitess diameétres des microtubercules de sorte
gue les photopériodes de 8 heures et de 16 hentedoané des poids et des diamétres

supérieurs a ceux obtenus dans I'obscurité totale.

Mots clés : Culture in vitro, Solanum tuberosumL, cendres, milieu standard MS,

caulogénese, rhizogénése, Micropropagation, Miberigation, ANA, Photopériode, Variété.



Abstract

Our study has enabled to us, first of all, to aschithe main aim that we fixed
ourselves at the beginning, namely the possilolityegenerating in vitro a whole plant of the
two varieties of potato to knowin@ésirée and Spuntavia the caulogenesis and the
rhizogenesis in mediums made starting from ashgsgétation wastes. It enabled us to know
the effect of the mineral composition of the medsumf induction on the processes
organogenetic of the two studied varieties. In toldj this study concluded that the meristem
explants have good skills to primordia. This firgéneration represents the phase of
micropropagation the purpose of which is obtainifig sufficient quantity of vitro healthy

seedlings.

We thereafter studied the microtuberization of ¢heso cultivars according to two
types of mediums MS to knowing MS without hormoaad MS with ANA and according to
three photoperiods: total darkness, 8 hours anldoiBs. Medium MS presented a growth of
the roots and stems very high compared to mediumdv&\A, however the opposite effect
was observed for the rate and the duration of rmiberization. The photoperiod influenced
the microtuberization and its effect was strondbgerved on the weights and the diameters of
the microtubers so that the 8 hours photoperiods l#hhours gave weights and diameters

higher than those obtained in the total darkness.

Key words: In vitro culture, Solanum tuberosum L, ashes, standard umedMsS,
caulogenesis, rhizogenesis, Micropropagation, Midryérization, ANA, Photoperiod,

cultivar.
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