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Optimisation des techniques de production et de conservation des microtubercules de la
pomme de terre (Solanum tuberosum L.).

Résumé

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est une importante culture vivriére qui assure la
sécurité alimentaire de nombreux pays. Pour préserver les génotypes et promouvoir la production
de tubercules semences de pomme de terre exempts de maladies et en quantité suffisante, plusieurs
méthodes de cultures in vitro sont pratiqguement utilisées.

La production de microtubercules de pomme de terre est considérée comme une étape
intermédiaire classique pour rendre possible 1’utilisation en plein champ du matériel végeétal
d’origine in vitro. Les techniques utilisées pour la production de microtubercules sont diverses.
Nous avons adopté un systéme reproductible pour deux cultivars de pomme de terre (Désirée et
Spunta). Les effets de 1’agar-agar, du charbon actif, du sucre et des régulateurs de croissance ont
été mis en évidence a travers I’étude de quelques caractéres de I’appareil végétatif (nombre de
feuilles et des entre-nceuds, longueur de pousses et de racines, biomasses fraiches de 1’appareil
végétatif aérien et racinaire) et quelques paramétres relatifs aux microtubercules formés (nombre,
poids et diamétre de microtubercules).

Il ressort de cette étude que, la culture en milieu semi-solide a eu une influence significative
sur la croissance de microtubercules de pomme de terre, notamment sur les deux parametres, la
longueur et le poids. Chez la variété Spunta, ce milieu a permis la production de microtubercules de
qualité (1,4 cm de diametre et 1,2 g de poids). En revanche, le milieu liquide a augmenté le nombre
de microtubercules, mais leur taille et leur poids sont restés faibles.

Les milieux de culture additionnés de différentes concentrations en charbon actif (CA) ont
affecté de maniere significative la production de microtubercules chez les deux variétés étudiées.
Un nombre optimal de microtubercules a été enregistré avec le lot témoin (4,47 + 0,51) pour le
cultivar Désirée. Toutefois, pour la longueur et le poids des microtubercules produits, les meilleurs
rendements (1,04 cm et 1,06 g) ont été enregistrés avec la dose de 2 g I"* pour le cultivar Désirée
alors qu’une concentration plus élevée en CA (10 g I') a stimulée la croissance des microtubercules
de Spunta (1,16 cm et 0,94 g). D’un autre coOté, les miliecux MS semi-solides additionnés de
thidiazuron (TDZ) a la dose de 1 mg I ont été jugés plus favorables a la microtubérisation
comparativement aux autres traitements hormonaux testés. Nos résultats obtenus ont montré
également que la substitution du saccharose par le mannitol ou le sorbitol n’a pas amélioré les
rendements. Au contraire, nous avons noté un effet négatif de ces sucres sur le diametre et le poids
des microtubercules produits.

Les stress abiotiques appliqués (salin et hydrique) ont induits des effets négatifs sur
I’induction in vitro et la croissance de microtubercules de pomme de terre. En effet, la réduction
des différents paramétres de croissance étudiés par rapport au témoin, est importante pour la
longueur des pousses, le nombre de feuilles et la longueur racinaire.

En ce qui concerne la conservation de microtubercules, nos résultats ont révélé 1’effet
marqué du poids de microtubercules stockes & 4°C sur la germination. Parmi les trois classes de
microtubercules testés, la classe a poids moyen (0,5-1 g) a montré le pourcentage de germination le
plus élevé (65%). Toutefois, les essais portés sur la cryoconservation ont donné des résultats
encourageants. Les microtubercules de la variété Désirée déshydratés pendant 90 min sur silica gel
ont affiché le taux de germination le plus élevé aprés conservation a 1’azote liquide a -196°C.

Mots clés: Solanum tuberosum L., cultivar, production de semence, culture in vitro,
microtubercules, agar-agar, charbon actif, régulateurs de croissance, stress abiotiques,
déshydratation, cryoconservation.
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Optimization of production and conservation techniques for potato (Solanum tuberosum L.)

microtubers.
Abstract

Potato (Solanum tuberosum L.) is an important food crop that ensures food security in many
countries. To preserve genotypes and promote the production of disease-free seed potato tubers in
sufficient quantity, several in vitro culture methods are practically used.

The production of potato microtubers is considered a classical intermediate step to make
field use of the original in vitro plant material possible. The techniques used for microtuber
production are diverse. We adopted a reproducible system for two potato cultivars (Desiree and
Spunta). The effects of agar-agar, activated carbon, sugar and growth regulators were demonstrated
through the study of some characters of the vegetative apparatus (number of leaves and internodes,
length of shoots and roots, fresh biomass of the aerial and root vegetative apparatus) and some
parameters related to the formed microtubers (number, weight and diameter of microtubers).

It appears from this study that the culture in semi-solid medium had a significant influence
on the growth of potato microtubers, especially on the two parameters, length and weight. In the
Spunta variety, this medium allowed the production of quality microtubers (1.4 cm in diameter and
1.2 g in weight). In contrast, the liquid medium increased the number of microtubers, but their size
and weight remained low.

Culture media supplemented with different concentrations of activated charcoal (AC)
significantly affected microtuber production in both varieties studied. An optimum number of
microtubers was recorded with the control batch (4.47 + 0.51) for the cultivar Desiree. However,
for the length and weight of microtubers produced, the best yields (1.04 cm and 1.06 g) were
recorded with the 2 g I-1 dose for the cultivar Desiree while a higher concentration of AC (10 g I)
stimulated the growth of Spunta microtubers (1.16 cm and 0.94 g). On the other hand, semi-solid
MS media supplemented with thidiazuron (TDZ) at the dose of 1 mg I was found to be more
favorable for microtuberization compared to other hormone treatments tested. Our results also
showed that substitution of sucrose with mannitol or sorbitol did not improve yields. On the
contrary, we noted a negative effect of these sugars on the diameter and weight of microtubers
produced.

The applied abiotic stresses (salt and water) induced negative effects on the in vitro
induction and growth of potato microtubers. Indeed, the reduction of the different growth
parameters studied compared to the control is significant for shoot length, number of leaves and
root length.

Regarding the storage of microtubers, our results revealed the marked effect of the weight of
microtubers stored at 4°C on germination. Among the three classes of microtubers tested, the
medium weight class (0.5-1 g) showed the highest germination percentage (65%). However, the
cryopreservation tests showed encouraging results. Microtubers of Desiree variety dehydrated for
90 min on silica gel showed the highest germination rate after liquid nitrogen preservation at -
196°C.

Keywords: Solanum tuberosum L., cultivar, seed production, in vitro culture, microtubers, agar-
agar, activated charcoal, growth regulators, abiotic stresses, dehydration, cryopreservation.
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Introduction générale

La pomme de Terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des Solanacées,
genre Solanum (Quezel et Santa, 1962). Cette famille regroupe plusieurs espéces connues
telles que la tomate, le poivron et I'aubergine.

Originaire de I’Amérique du sud, la pomme de terre constitue une base alimentaire
mondiale séculaire, avec une production totale estimée a 370,4 millions de tonnes sur
environ 17,34 millions d'hectares (Djaman et al, 2021). En termes d’importance, elle est
classée au quatrieme rang, dans le monde aprés le riz, le mais et le blé (Djebbour, 2015).
En plus de son importance dans I’alimentation, la pomme de terre est également utilisée
par voies biotechnologiques dans la production des vaccins contre le diabéte et 1’hépatite
(Arakawa et Langridge, 1999).

La domestication de la pomme de terre a donné naissance a des cultivars dont la
teneur en glycoalcaloides des tubercules est réduite, ce qui les rend plus appétissants ;
entrainant une augmentation de la taille des tubercules et une amélioration de la fixation et
du transport du carbone (Spooner et al, 2014; Machida-Hirano, 2015). Quelques rares
pommes de terre sauvages rustiques ont également été croisées avec leurs parents cultivées
pour améliorer la résistance aux maladies, le rendement et la qualité pendant prés d'un
siecle (Jansky et al, 2013). Ces croisements ont permis des améliorations trés
commercialisables, telles que la qualité de la transformation et la résistance a certains
phytovirus et nématodes (Douches et al, 1996; Hirsch et al, 2013; Bethke et al, 2017).
Toutefois, leur faible diversité génétique a conduit a une vulnérabilité aux ravageurs et aux
maladies (Muthuraj et al, 2016; Chen et al, 2018; Mora et al, 2021).

La pomme de terre peut fournir plus de glucides, de protéines, de minéraux et de
vitamines par unité que d'autres cultures vivriéres potentielles (Zaheer et Akhtar, 2016). Le
tubercule de la pomme de terre est riche en amidon, en protéines et en autres nutriments
importants, ce qui fait de la pomme de terre I'une des plus importantes cultures vivriéres et
légumiéres (Abelenda et al, 2019). Au cours des deux dernieres décennies, la culture et
l'utilisation de la pomme de terre ont augmenté de fagon notable dans les pays en
développement (Zaheer et Akhtar, 2016). En Algérie, la pomme de terre qui a été
introduite au milieu du 19°™ siécle, est devenue la culture légumiére la plus importante ou
sa consommation évaluée a 21,7 kg en 1967 a augmenté aux alentours de 34 kg/habitant/an
en 1980, et se situerait a 113 kg/ habitant/an en 2015, faisant ainsi de ce produit agricole un

¢lément structurant de la ration alimentaire de I’algérien (Bessaoud et al, 2019).
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Actuellement, la production de pomme de terre ne satisfait pas les besoins du
consommateur, ce qui fait de nous un pays dépendant de I’étranger surtout en maticre de
semences. Compte tenu de l'importance de la pomme de terre et des problémes que
rencontre sa production en Algérie, un accent particulier est en train de se mettre en place,
en vue du développement de cette culture. En effet, la pomme de terre peut y constituer
une production de diversification trés intéressante en raison de son cycle végétatif court et
de son potentiel de production important. Des rendements élevés au champ peuvent étre
assurés par l'utilisation des semences de haute qualité (Calori et al, 2017). Cependant, dans
la culture de la pomme de terre, les semences sont plus cheres, représentant de 40 a 50%
du codt de production (Buckseth et Singh, 2018).

Comme d’autres pays Africains, 1’Algérie dépend de l'extérieur pour son
approvisionnement en semences. Cependant, avec I'évolution des biotechnologies
végetales, notamment la maitrise de la multiplication in vitro, il parait possible de
concevoir la mise sur pieds d'une production locale autonome de semences, de maniére a
organiser, adapter et maitriser un systeme de production allant du laboratoire au champ.

La production de semences saines est tres cruciale pour soutenir la productivité de
pomme de terre. Lentement, la micropropagation remplace la multiplication
conventionnelle des pommes de terre (Naik et Karihaloo, 2007; Moeini et al, 2011). La
technique se caractérise par une grande flexibilité et une rapidité de multiplication donnant
des propagules de plantation plus élevées (Pruski, 2001; Muthuraj et al, 2016). On s’est
particuliérement intéressé aux techniques de production de microtubercules car ceux-ci
sont aseptiques (Park et al, 2009; Li et al, 2020), se manipulent facilement et nécessitent
peu d’espace d’entreposage. Par ailleurs, les microtubercules peuvent étre plantés
directement au champ pour la production d’une trés grande quantité de tubercules
(Halterman et al, 2016). lls offrent dés lors une alternative tres intéressante a la
micropropagation conventionnelle qui se réalise par le microbouturage de tiges (Kaur,
2018).

La microtubérisation est un phénoméne complexe qui dépend a la fois des facteurs
environnementaux et génétiques (Omoloko et al, 2003). Parmi ces facteurs, les régulateurs
de croissance exogeénes et la source carboné (Kefi et al, 2000; Omokolo et al, 2003) sont
les plus déterminants dans le processus de tubérisation in vitro (Mes et Menge, 1954;
Omokolo et al, 2003). Les microtubercules produits peuvent servir de semences de qualité
aprés acclimatation, et sont convenables aussi pour les manipulations et la conservation du

matériel génétique (Kwiatkowski et al, 1988).
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C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail qui avait pour objectif principal
d’induire la microtubérisation pour la production de semences chez la pomme de terre
(Solanum tuberosum L.) dans différents milieux de culture ou I’effet de 1’agar-agar, du
charbon actif, des regulateurs de croissance et de la source carboné sont étudiés.

Notre travail a porté également sur le comportement des microplants de pomme de
terre soumis a deux contraintes abiotiques (stress salin et hydrique) en vue d’une sélection
précoce de génotypes tolérants. Cette thése se termine par une étude tenant sur la

conservation des microtubercules a 4°C et a I’azote liquide a -196°C (la cryoconservation).



Synthese
bibliographique




Chapitre 1. Synthése bibliographique |
Chapitre 1. Synthese bibliographique

1 Généralités sur la pomme de terre
1.1 Origine et historique de la pomme de terre

La série tuberosa (contenant Solanum tuberosum) et les autres séries de la sous-section
potatoe ont deux centres de diversité. L'un est un terrain andin qui s'étend sur une longue
période en Argentine, en Bolivie, en Colombie, en Equateur, au Pérou et au Venezuela, tandis
que l'autre se trouve dans le centre du Mexique (Figure 1) (Swaminathan, et Magoonm, 1961;
Ugent, 1968; Child, 1990; Hawkes, 1994; Graves, 2001; Spooner et al, 2007; Smith, 2012;
Malhi et al, 2021). Cette théorie est basée sur le fait que les plantes initialement introduites en
Europe avaient une floraison tardive et une tubérisation, et sur la description morphologique
(Howard, 1970). Une telle transition peut avoir lieu dans une période assez courte d'environ
dix ans de sélection (Simmonds, 1966). Selon une autre école de pensee, apres I'épidémie de
mildiou de la pomme de terre en Europe, un nouveau matériel génétique de S. tuberosum

subsp. tuberosum, originaire du Chili, a été introduit en Europe (Malhi et al, 2021).

Grun (1990) et Hawkes (1994) estiment que I'espece cultivée S. stenotomum est la plus
primitive de tout autre matériel cultivé. S. leptophyes Bitt. a été théorisé comme le progéniteur
probable de S. stenotomum sur la base de la similarité morphologique (Malhi et al, 2021). Le
premier matériel cultivé de S. stenotomum a également été considéré comme étant domestiqué
a partir du pool génétique complexe de S. brevicaule (Correll, 1962; Ugent, 1968;Grun, 1990;
Van den Berg et al, 1998; Miller et Spooner, 1999). Avec l'avénement des techniques
moléculaires, sept haplotypes chloroplastiques différents distingués dans une sélection
d'especes sauvages et cultivées (Hosaka, 1986). Kardolus et al. (1998) ont révélé que S.
tuberosum subsp. tuberosum forme un groupe avec S. multidissectum et S. canasense dans le
complexe de Brévicaule. On pense que S. tuberosum est un tétraploide droit de S. stenotomum
(Tableau 1), mais certaines preuves soutiennent fortement l'origine allotetraploide de S.
tuberosum (Kaushik, 2021). Selon un autre rapport, les espéces cultivées se trouvent dans le
méme clade que celui de Brévicaule du nord qui comprend S. bukasovii, S. ambosinum, S.
canasense, S. leptophyes, S. achacachense Card. et S. multidissectum (Spooner et al, 2005).
L'origine multiple de S. stenotomum serait la cause de I'augmentation des populations initiales
de S. tuberosum subsp. andigena (Sukhotu et Hosaka, 2006; Brar et al, 2021).
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Figure 1. Carte chronologigue des principaux événements de la diffusion mondiale de la pomme de
terre (Brown et Henfling, 2014).

Tableau 1. Origine et évolution de la pomme de terre (Brar et al, 2021).

Série N° EspéceSolanum Nombre de chromosomes Niveau de ploidie
Solanum ajanhuiri
1 Solanum goniocalyx on = 2x = 24 Diploide

Solanum phureja
Solanum stenotomum

2 Solanum_ chaucha__ 2n =3x =36 Triploide
Solanum juzepczukii
Solanum tuberosum ssp. tube_rosum on = dx = 48 Tétraploide
Solanum tuberosum ssp. andigena
4 Solanum curtilobum 2n = 5x =60 Pentaploide

1.2 Taxonomie

La pomme de terre a été decrite par Linné en 1753 (Tableau 2). Elle appartient a la
grande famille botanique des solanacées (Linnaeus, 1753). S. tuberosum diverge en deux
sous-especes (Tableau 1):

a- andigena : c'est une diploide cultivee principalement dans les régions d’Amérique centrale
et du Sud et adaptée aux conditions de jours courts (Figure 1).
b- tuberosum : C'est une pomme de terre tétraploide cultivée dans le monde entier

(Hanneman, 1994; Malhi et al, 2021). On pense généralement que la sous-espece tuberosum
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descend de la sous-espece andigena introduite en Europe qui s'est ensuite adaptée a des jours
plus longs.

La section Petota est divisée en 8 espéces cultivées (Tableau 1) et 228 espéces sauvages de
pomme de terre, qui sont ensuite regroupées en 21 séries taxonomiques (19 tubéreuses + 2
non tubéreuses) (Spooner et al, 2014; Brar et al, 2021). Parmi les espéces cultivées, seule S.
tuberosum ssp. tuberosum est largement cultivée dans le monde entier, tandis que les autres

sont cultivées surtout dans les pays andins.

Tableau 2. Position taxonomique de la pomme de terre (Spooner et al, 2014).

Rang taxonomique Nom Latin

Famille Solanaceae

Sous-famille Solanoideae

Tribu Solaneae

Genre Solanum L.

Sous-genre Potatoe (G. Don) D’Arcy
Section Petota Dumortier
Sous-section Potatoe G. Don
Sous-séries Rotata Hawkes

Séries Tuberosa (Rydb.) Hawkes
Espéces Solanum tuberosum L.
Sous-especes Tuberosum

1.3 Description de I’appareil caulino-foliaire
1.3.1 Appareil aérien

A mesure que les tiges de la pomme de terre s'allongent, les feuilles se forment en
spirale ; les premiéres feuilles se forment au bas de la plante et les plus jeunes se développent
a partir du haut & mesure que la tige continue de croitre vers le haut. Le plant développe une
feuille composée a chaque nceud de la tige. La feuille composée se compose d'une foliole
terminale et d'une rangée de folioles opposeées, toutes attachées a un pétiole. Le plant forme
généralement 10 a 13 feuilles, puis produisent une fleur (Figure 2G-M). La floraison varie
considérablement d'une variété a l'autre. Les fleurs de pomme de terre ont une partie femelle
(pistolet) et une partie male (étamine), et la partie extérieure (corolle) peut étre blanche, rose,

rouge, bleue ou violette (Thornton, 2020).
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Figure 2. Un plant typique de pomme de terre (Solanum tuberosum L.) et sa morphologie (Wohleb et

al, 2014). A : Morceau de tubercule. B : Extrémité basale (tige). C : Extrémité apicale (bourgeon). D : Racines. E : Tubercule. F :
Stolons. G : Neeuds. H : Feuilles stipules. I : Tige. J : Foliole terminal. K : Pétiole. L : Feuille composée. M : Fleur.

1.3.2 Appareil souterrain

Le développement des racines commence peu aprés la germination. Les pommes de
terre ont un systéme racinaire relativement peu profond et clairsemé. Les stolons sont des
tiges modifiées qui poussent horizontalement. Dans les trois premiéres semaines suivant
I'émergence, les plantes commencent généralement a produire des stolons au niveau des
nceuds souterrains situés au-dessus du plant. Les extrémités des stolons vont commencer a
gonfler, entrainant l'initiation de nouveaux tubercules. Un tubercule de pomme de terre est en
fait une tige modifiée (Figure 2 A-G) qui posséde toutes les structures internes et externes
caractéristiques du tissu de la tige. La fonction premiere d'un tubercule de pomme de terre est
de stocker I'énergie chimique produite par les feuilles sous forme d'hydrates de carbone.
Lorsque le tubercule commence a germer, ces reserves d'énergie sont mobilisées pour assurer

la croissance de la plante (Thornton, 2020).
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1.3.2.1 Structure externe du tubercule

La surface extérieure du tubercule est recouverte de tissu cutané (périderme) et d'un
certain nombre de petits pores appelés "lenticelles”. La peau protége le tubercule de la perte
d’humidité et de I'invasion de certains agents pathogenes, tandis que les lenticelles permettent
I'échange de gaz a l'intérieur et a l'extérieur du tubercule. Les yeux, qui sont en fait des
bourgeons foliaires non développés, sont également visibles a la surface (Figure 3A,D,G).
Chaque ceil comporte trois bourgeons, l'un étant primaire et les autres secondaires (ou

axillaires) (Thornton, 2020).

1.3.2.2 Structure interne du tubercule

Une coupe transversale d'un tubercule montre une région externe de tissu de stockage
(le cortex), un anneau de tissu vasculaire, une région de tissu de stockage interne
(périmeédullaire) et un anneau interne quelque peu translucide ou de couleur claire (la moelle)
(Figure 3B,C,E,F). Chacune de ces structures présente des caractéristiques différentes, comme

la teneur en amidon et en nutriments, ainsi que la taille des cellules (Thornton, 2020).

Figure 3. L'anatomie externe et interne d'un tubercule de pomme de terre (Wohleb et al, 2014).

A : Neeud (ceil). B : Anneau vasculaire. C : Cortex. D : Périderme (peau). E : Moelle. F : Tissu périmédullaire. G : Stolon.
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1.4 Physiologie et cycle de développement

La pomme de terre produit un fruit qui contient de véritables graines pouvant étre
utilisées pour la propagation. Elle se distingue des principales cultures vivriéres par le fait

qu'elle est reproduite en plantant du tubercule au lieu de véritables graines (Thornton, 2020).

1.4.1 Cycle sexué

Les plants de pomme de terre peuvent étre produits a partir de semences botaniques ou
sexuelles, mais ces graines (vraies semences) (Figure 4) sont rarement utilisées, car elles sont
génotypiquement variables et donnent naissance a des plants dont les caracteres peuvent étre
complétement différents de ceux des plantes parentales (Burton, 1989 ; Allen et al, 1992). Le
Centre International de la Pomme de Terre (CIP) a fait des efforts pour améliorer les graines
en sélectionnant des lignées parentales qui produisent une descendance plus uniforme avec de
bons caracteres agronomiques (Golmirzaie et al, 1994). Ces cultivars sont des sélections
clonales avec des caractéristiques spécifiques qui ne sont fixées que lorsqu'elles sont

propagées avec des tissus végétatifs (Wohleb et al, 2014).
1.4.2 Cycle végétatif

La croissance d'un plant de pomme de terre peut étre passée par quatre étapes:
dormance des tubercules, germination, croissance et tubérisation (Figure 4). Le passage d'un
stade a l'autre varie en fonction de certains facteurs tels que la température, le taux de
I'hnumidité et la variété (Thornton, 2020).

1.4.2.1 Dormance

La dormance est déterminée par le temps qui s'est écoulé entre la récolte des tubercules
et la replantation ultérieure, ainsi que par le degré d'exposition du tubercule a des
températures chaudes (Thornton, 2020). La premiére phase de la dormance du tubercule est
appelée "repos" (Figure 4A) et est régulée par des processus physiologiques internes. Apres la
période de repos, les tubercules peuvent continuer a étre dormants a cause de facteurs

externes, en particulier les basses températures (Wohleb et al, 2014).
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Figure 4. Les phases du cycle végétatif de la pomme de terre (ITCMI, 2018).

A : Tubercules sans germes. B : Fin de dormance. C : Début formation des racines. D : Début de levée. E : Développement
des feuilles. F : Formation des tubercules. G : Début floraison. H : Apparition de I’inflorescence. I : Floraison. J : Formation
des baies.

1.4.2.2 Germination

En général, selon I'dge physiologique du tubercule et le cultivar, seul le bourgeon
primaire (apical) d'un ceil se développe (Figure 4B,C), mais s'il est enlevé ou blessé, les
bourgeons secondaires deviendront actifs (Figure 4D). La dominance apicale fait que les yeux
situés a l'extrémité apicale des tubercules germent avant les yeux situés a I'extrémité basale.
Elle est contr6lée par lI'auxine qui est produit dans le méristéme apical (Young et al, 2014). Le
degré de dominance apicale détermine le nombre de tiges produites par plant, ce qui a une
incidence sur la formation des tubercules, le nombre de tubercules par plant et la distribution

de la taille des tubercules (Knowles et Knowles, 2006).
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1.4.2.3 Croissance

Le développement de la plante désigne la période de croissance allant de la germination
jusgu'a l'initiation de nouveaux tubercules, ce qui inclut le développement des racines et des
tiges. Les conditions de température et d’humidité jouent un réle clé dans la détermination du
taux de développement des plantes pendant ce stade de croissance. L'initiation des tubercules
est définie au cours duquel le stolon cesse de croitre et I'extrémité gonfle jusqu'a deux fois le
diameétre du stolon. Pour de nombreuses variétés de pommes de terre, ce phénomeéne se
produit au début de la floraison (Figure 4E-I), bien qu'il n'y ait pas de relation de cause a effet

entre ces deux évenements (Thornton, 2020).

1.4.2.4 Tubérisation

Les tubercules sont formés sous terre sur des structures en forme de tige appelées
stolons. Un stolon peut étre défini comme une pousse latérale provenant des nceuds basaux de
la tige, montrant une expansion foliaire négligeable, possedant une extrémité en forme de
crochet et croissant de facon diagéotropique. La longueur et le nombre de stolons ainsi que le
degre de ramification peuvent varier en fonction du génotype ou de I'environnement (Figure
5A-D). Dans des conditions environnementales favorables, les plants de pomme de terre sont
incités a tubériser par la production d'un signal transmissible qui est transporté basipétalement
des feuilles a I'extrémité du stolon en croissance, ou il favorise la tubérisation (Wohleb et al,
2014). Le grossissement des tubercules (Figure 5E,F) est défini par le processus
d'accumulation de la matiére seche dans les tubercules a la suite de la translocation des

hydrates de carbone produits par la photosynthese dans les feuilles (Thornton, 2020).
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A B C D E F

Figure 5. Stades de tubérisation montrant la morphologie du stolon et du tubercule (Wohleb et al, 2014).
A : Stolon crochu sans gonflement apparent. B : Un léger gonflement sous I'apex entraine un début de redressement du
crochet apical. C : L'extrémité du stolon continue a gonfler jusqu'a ce que le crochet soit complétement ouvert ; Le tubercule

en développement fait moins de deux fois le diamétre du stolon. D : Le tubercule continue & gonfler ; le tubercule en
développement fait environ deux fois le diamétre du stolon. E : Tubercule de 0,6-1,5 g. F : Tubercule de 1,5-2,5 g.

1.5 Principales variétés

Aujourd'hui, plus de 4 800 variétés de pommes de terre provenant de 125 pays ont été
largement distribuées dans le monde, notamment dans les régions tempérées, subtropicales et
tropicales (Birch et al, 2012; Pieterse et Judd, 2014; Hameed et al, 2018; Seo et al, 2018).
Malgré la diversité génétique, la plupart des cultivars modernes possédent un patrimoine
génétique limité en raison de similitudes génétiques avec les cultivars du début du XXe siecle
(Ortiz, 2020). Le développement de nouveaux cultivars de pomme de terre par une sélection

rigoureuse des génotypes est une tache de sélection longue et difficile (Naeem et al, 2021).

Cent vingt variétés sont inscrites au catalogue Algérien des espéces cultivées. Cette
inscription par caractérisation agro-morphologiques (Tableau 3) est obligatoire pour leur
commercialisation, elles sont passées par un contrdle de certification des semences. Les
principales variétés cultivées en Algérie sont : Spunta (& chair blanche), Désirée (a chair
rouge), Fabula (B), Nicola (B), Diamant (B),Timate (B), Atlas (B), Bartina (R), Kondor (R)
(ITCMI, 2018).
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Tableau 3. Description agro-morphologiques pour la caractérisation des cultivars de pomme de terre

(Aksoy et al, 2021).

Caracteres

Descriptions agro-morphologiques

Hauteur de la plante

Habitude de croissance

Une tige de mesure est utilisée pour mesurer la
distance entre le sommet de la plante et la surface du
sol, a la maturité de la plante.

Extrémement érigé, érigé, semi-érigé, découcheé

Formation des étamines
Couleur de la corolle

Production de pollen

Pas de fleur, normal, ratatiné

Blanc, rose clair, rose, violet clair, violet foncé, bleu
clair, violet.

Aucune, peu, abondante

Numeéro de tige principale
Couverture du feuillage
Dissection des feuilles

Nombre de tiges principales par plante

Pauvre, moderé, abondant

Feuilles non dissequées (feuilles entiéres),
pinnatilobées, feuilles a peine disséquées, feuilles
faiblement disséquées, feuilles moyennement
disséquees, feuilles fortement disséquées, feuilles tres
fortement disséquées.

Fleuraison

Semaines avant la floraison

Pas de bourgeons, avortement des bourgeons, rare,
modéré, abondant.

Nombre de semaines de I'émergence a la floraison
(enregistré lorsque 50% des plantes d'une accession
ont fleuri)

Date de récolte

Tres précoce (< 80 jours), précoce (80-100 jours),
modéré (101-110 jours),tardif (111-120 jours), tres
tardif (>120 jours)

Couleur de la chair du tubercule
Texture de la peau

Couleur de la peau des tubercules
Forme du tubercule

Blanc, creme, jaune, jaune foncé, violet

Trés rugueux, rugueux, intermeédiaire, lisse et tres
lisse

Blanc-creme, jaune, brun, rose, rouge, violet
Oblate (comprimé), rond, obovale, ovale, oblong,
elliptique, long-oblong.

Couleur du germe
Distribution des germes

Blanc-vert, rose, rouge, violet, pourpre, brun
Absent, a I'apex, dispersé, a la base

Couleur des yeux du tubercule
Profondeur des yeux du tubercule
Distribution des yeux du tubercule
Nombre moyen des yeux

Blanc-créme, jaune, brun, rose, rouge

Saillant, peu profond, moyen, profond, tres profond,
Prédominance apicale, distribution uniforme
Nombre des yeux par tubercule

Nombre total de tubercules

Total des tubercules
commercialisables(%)

Rendement total

Période de dormance (jours apreés la
récolte)

Nombre total de tubercules par plante

Pourcentage du nombre total de tubercules sains par
plante ayant un calibre > 28 mm

Poids des tubercules en tonnes par hectare (t/ha)
Tres courte (< 30 jours), courte (31-110 jours),
moyenne (111-90 jours), longue (91-120 jours), trés
longue (>120 jours)
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1.6 Stress abiotiques

L'acclimatation est un processus graduel au cours duquel il y a des changements dans
presque toutes les caractéristiques morphologiques, physiologiques et biochimiques
mesurables de la plante (Takahashi et al, 2013). Les plantes qui présentent une resistance au
froid ou au gel sont aussi tres probablement tolérantes & des stress tels que la chaleur, la
sécheresse et la salinité (Pérez et al, 2000).

1.6.1 Le froid

La tolérance au stress froid est le plus ancien objectif de la sélection de pommes de terre
pour le stress abiotique. La pomme de terre est une culture de saison fraiche, mais le froid a
un effet négatif. Si la température descend en dessous du point de congélation, cela provoque
la cristallisation de I'eau et d'autres minéraux dans les nervures des feuilles et entraine des
Iésions dues au froid ou la nécrose des feuilles. En raison des dommages causés par le froid,

on peut perdre toute la récolte (Kikuchi et al, 2015).

1.6.2 Lachaleur

La température idéale pour la croissance aérienne de S. tuberosumest de 20-25 °C
(Tableau 4) et la température optimale pour la formation des tubercules est de 15-20 °C
(Rykaczewska, 2013). En fait, les températures élevées ont un effet négatif sur la formation et
le développement des tubercules de la pomme de terre, et cette inhibition de la tubérisation a
été liee a l'inhibition du signal de tubérisation (Hancock et al, 2014) et a une accumulation
réduite de carbone dans I'amidon du tubercule a des températures élevées (Tiwari et al, 2020).
L'identification de clones thermotolérants peut conduire a une augmentation du rendement de

la pomme de terre face au réchauffement climatique (Gautam et al, 2021).
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Tableau 4. Effets du stress d0 a la chaleur et au déficit hydrique a différents stades de développement
de la pomme de terre (Singh et al, 2019).

Sta_des de Temperatljre Effet de la température élevée Effets du déficit hydrique
croissance idéaleen °C
Germination 16 Augmenté Retardé
Développement 20-25 Augmenter la croissance Entrave a l'enracinement et a
précoce de la plante la pousse
Croissance des 32 Augmenter la croissance Moins de tiges, limiter la
pousses végétative de la plante croissance végétative de la
plante, réduire la taille des
feuilles et le nombre
d'insectes.
Formation de 25 Jusqu'a 25°C favoriser
stolons I'initiation des stolons limite la croissance
végétative des plantes, réduit
la taille des feuilles et le
couvert végétal
Formation de 15-22 Réduire l'induction et l'initiation
tubercules des tubercules
Limiter  l'initiation  des
Grossissement 14-22 Réduire le partage de la matiere stolons et réduire le nombre
des tubercules séche et le remplissage des de stolons.
tubercules, augmenter la
formation de tubercules Restreindre [I'initiation des
secondaires avec une peau tubercules et leur nombre
roussie et craquelée. Formation nombre  de  tubercules.
de tubercules secondaires a peau Réduire la  taille  des
roussie et craquelée. tubercules, augmenter la
Rendement des 20-24 formation de  tubercules

tubercules

Réduire le rendement, la taille et
la qualité des tubercules.

secondaires.

Réduire le rendement, la
taille et la qualité des
tubercules.

1.6.3 Le déficit hydrique

La pomme de terre est une culture hydrophile qui a besoin d'eau depuis la germination

jusqu'a la tubeérisation (Tableau 4). Elle est sensible a la sécheresse en raison de son systéeme

racinaire peu profond (Pino et al, 2013). Les paramétres physiologiques comme les taux de

photosynthése et de respiration et I'accumulation de glycoalcaloides peuvent étre affectés par

le stress hydrique, y compris la réduction de la teneur en eau des tissus et I'inhibition de

I'¢longation cellulaire (Hassanpanah, 2009).
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1.6.4 Lasalinité

Fidalgo et al. (2004) ont signalé que le stress salin affectait négativement la teneur en
eau relative, les stomates/conductance des feuilles et le taux de transpiration du cultivar
Désiree. Les modifications de la structure du chloroplaste affectent vraisemblablement la
photosynthése, ce qui entraine une augmentation de I'amidon dans les feuilles, une
suppression de l'activité de la nitrate réductase et une réduction de la croissance et de la

production de matiére séche dans les tubercules (Ghosh et al, 2001).
1.7 Stress biotiques

L’étroite variabilité génétique facilite 1'érosion génétique et la résistance a surmonter les
pathogenes (Figure 6), puisque la plupart des pathogénes peuvent muter et acquérir une
résistance (Brown, 1990; Goodwin et Drenth, 1997). Cette situation est bien illustrée par la
famine irlandaise survenue a la fin du 19°™ siécle (1845-49) causée par une grave épidémie
de mildiou (Zadoks, 2008). Actuellement, la pomme de terre est I'une des cultures les plus
dépendantes des traitements chimiques, ce qui augmente les colts et les effets négatifs sur

I’agroécosystéme et la chaine alimentaire humaine (Bashir et al, 2021).

1.7.1 Maladies bactériennes

Une fois qu'une maladie est disséminée dans les champs, elle peut persister pendant de
longues périodes et se propager. Selon les conditions environnementales, les dommages
peuvent étre graves, et les producteurs sont obligés de quitter les zones infectées pour une
période de quarantaine. (Jansky et Rouse, 2003).

- Flétrissement bactérien ou pourriture brune (Ralstonia solanacearum). Elle infecte les
racines a partir des lentilles et se propage dans le systéme vasculaire, provoquant un
dysfonctionnement, un flétrissement et la mort de la plante (Genin et Denny, 2012). La
manipulation de la ploidie pour incorporer la résistance de S. commer sonii dans S. tuberosum

tétraploide a donné des clones résistants (Laferriere et al, 1999; Carputo et al, 2009).
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Figure 6. Représentation schématique de divers facteurs biotiques et abiotiques affectant la production
de pommes de terre (Hameed et al, 2020).

Plusieurs facteurs biotiques tels que les virus, les bactéries, les champignons, les nématodes, etc. influencent la croissance de
la pomme de terre en provoquant diverses maladies des feuilles et des tubercules. Plusieurs facteurs abiotiques tels que la
température, I'humidité, le gel, la texture du sol, I'numidité, etc. affectent également la culture de la pomme de terre. Le
sucrage induit par le froid est un autre probleme majeur qui affecte la qualité de la transformation des tubercules et qui est
associé au stockage au froid des tubercules de pomme de terre

- Pourriture annulaire bactérienne (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus). Les
tubercules sont infectés par les lenticelles (Li et al, 2018). Les symptdmes sont le
flétrissement, la chlorose internervaire et I'enroulement des feuilles (Whitworth et al, 2019).
Des clones tétraploides résistants dérivés de rétrocroisements entre des hybrides somatiques
de S. acaule et de S. tuberosum dihaploide ont déja été obtenus (Rokka et al, 2005).

- La jambe noire (Pectobacterium spp.) et la pourriture molle du tubercule (Dickeya
spp.). Elles infectent les tubercules par les lenticelles (Pérombelon, 2002). Les clones
résistants obtenus & partir d'hybrides somatiques entre S. brevidense et S. tuberosum
dihaploide, sont des alternatifs pour la sélection des cultivars résistants a la pourriture molle
(Bains et al, 1999).

- La gale (Streptomyces scabies) et la gale poudreuse (Spongospora subterra nea). Ces
maladies bactériennes gram-positives transmises par le sol affectent les tubercules (Braun et
al, 2017). La résistance a été introgressée de S. chacoense dans des hybrides tétraploides avec

S. tuberosum via une polyploidisation sexuée unilatérale (Jansky et al, 2018).
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- La puce zébrée (Candidatus Liberibacter solanacearum). Cette maladie est causée par un
agent gram négatif non cultivable, limité au phloéme, transmis par le psylle ravageur
Bactericera cockerelli qui se nourrit de phloéme (Munyaneza, 2012; Charkowski et al, 2020;
Mora et al, 2021). Une stratégie alternative consiste a se concentrer sur les hybrides
somatiques de S. tuberosum X S. berthaultii (Butler et al, 2011; Levy et Tamborindeguy,
2014).

1.7.2 Maladies fongiques

Les champignons sont responsables d'importantes pertes de productivité, du semis a la

post-récolte. Des cultivars résistants sont recommandés, mais toute utilisation prolongée des
fongicides pourrait devenir inefficace en raison de la résistance acquise (Jansky et al, 2013).
- la brdlure précoce (Alternaria solani). Il s'agit de I'un des agents de défoliation les plus
graves. Les cultivars précoces sont moins affectés que les tardifs, mais tous les cultivars sont
sensibles si aucune stratégie de lutte n'est adoptée (Dita et al, 2006). Certains hybrides entre S.
raphanifolium et S. tuberosum haploide ont montré un niveau élevé de résistance dans le
champ (Weber, 2010; Rodriguez et al, 2007; Jansky et al, 2008).

- la fusariose (Fusarium spp. en particulier le complexe F. oxysporum). Cette maladie peut
limiter le rendement (Powelson et Rowe, 1993), causant des pertes de 15 a 70 % si aucun
contréle efficace n'est adopté (Kerkeni et al, 2013). Les sources potentielles de résistance sont

S. acaule, S. brevicaule, et S. kurtzianum (Srivastava et al, 2016).

- Le mildiou (Phytophthora infestans). C'est la principale maladie fongique affectant la
pomme de terre. La fusion de protoplastes a permis d'introduire avec succes la résistance au
mildiou de S. tarnii dans le cultivar "Delikat" (Thieme et al, 2008). La cisgénese (processus
de génie génétique) réalisée par Agrobacterium tumefaciens a permis de cloner de nombreux
genes R dans des cultivars d'elite, améliorant la résistance a large spectre (Tan et al, 2008;
Haverkort et al, 2016).

- La galle verruqueuse de la pomme de terre (Synchytrium endobioticum). Il s'agit d'un
parasite oblique, qui infecte les tubercules et développe des galles. La lutte chimique n'est pas
efficace et seules les mesures de quarantaine et phytosanitaires, ainsi que la culture de

cultivars résistants, constituent des méthodes de prévention efficaces (Przetakiewicz, 2015).
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1.7.3 Insectes nuisibles

Les insectes affectent le rendement et la qualité des tubercules, les pertes mondiales
atteignant 10 a 16 %. Les dommages peuvent étre directs, en se nourrissant des feuilles ou des

tubercules, ou indirects par la transmission de virus (Alves et al, 2017).

- Doryphore de la pomme de terre (Leptinotarsa decemlineata). Une résistance médiate par
les trichomes a été signalée chez S. berthaultii et S. polyadenium (Bashir et al, 2021).

- Le puceron vert du pécher (Myzus persicae) et le puceron de la pomme de terre
(Macrosiphum euphorbiae). La fusion de protoplastes a transféré des génes résistants de S.
bulbocastanum a S. tuberosum (Davis et al, 2012).

- Vers des tubercules ou mites des tubercules. Les pertes de rendement se produisent pendant
la post-récolte, causées par une perte de poids et de qualité des tubercules (Rondon, 2020).

- La cicadelle de la pomme de terre (Empoasca fabae). Ce ravageur est un défoliateur séveére
et reduit I'accumulation des reserves en affectant les feuilles (Radcliffe et Johnson, 1994).

- La mineuse de la pomme de terre (Liriomyza huidobrensis). Ce ravageur trés invasif

provoque de graves dégats sur les feuilles par Alternaria solanii (Soares et al, 2019).

1.7.4 Némathodes

Ce sont des ravageurs qui provoquent des troubles physiologiques, entrainant des pertes

de rendement. La quarantaine est le seul traitement possible (Dandurand et al, 2019).

- Nématodes a kyste de la pomme de terre (Globodera rostochiensis, G. pallida). La
sélection de pommes de terre en utilisant des parents sauvages comme source de résistance au

nématode a kyste est une option découverte chez S. vernei(Bashir et al, 2021).

- Nématode a galles (Meloidogyne chitwood, M. incognita). Une résistance partielle a été

introduite par la fusion de protoplastes (Austin et al, 1993; Brown et al, 2006).

1.7.5 Phytovirus

On rapporte qu'au moins 50 virus phytopathogenes provoquent des maladies chez la
pomme de terre (Kreuze et al, 2020), réduisant le rendement jusqu'a 80 % (Kumar et al,
2019). La certification des semences est limitée par les tubercules virosés (Zeng et al, 2019).
Les symptomes comprennent une mosaique sur les feuilles, ainsi que la nécrose de la tige
(Gray et al, 2010).
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- Potato spindle tuber viroid (PSTVd). Résistance trouvee chez S. acaule, S. berthaultii
(Machida-Hirano, 2015).

- Virus A de la pomme de terre (PVA). Résistance trouvee chez S. chacoense, S. hougasii,
S. maglia, et S.stoloniferum (Bashir et al, 2021).

- Virus de I'enroulement de la pomme de terre (PLRV). Résistance trouvée chez S. acaule,
S. acroscopi cum, S. andreanum, S. boliviense, S. brevicaule, S. brevidens, S. candolleanum,
S. (De Galarreta et al, 1998; Jansky, 2000; Machida-Hirano, 2015; Srivastava et al, 2016).

- Virus M de la pomme de terre (PVM). Résistance trouvée chez S. brevicaule, S.
boliviense, S. brevidens, S. chomatophilum, S. infundibuliforme (De Galarreta et al, 1998).

- PVS (Potato virus S). Résistance trouvée chez S. berthaultii, S. boliviense, S. brevicaule,
(De Galarreta et al, 1998).

- Virus X de la pomme de terre (PVX). Résistance trouvée dans S. acaule, S. ajanhuiri, S.
albornozii (Jansky, 2000; Zoteyeva et al, 2012; Machida-Hirano, 2015; Srivastava et al, 2016).
- Virus Y de la pomme de terre (PVY). Résistance trouvée dans S. acaule, S. acroscopicum,
(De Galarreta et al, 1998; Thieme et al, 2008; Chung et al, 2011; Machida-Hirano, 2015;
Nouri-Ellouz et al, 2016; Srivastava et al, 2016).

- Virus du cartilage du tabac (TRV). Résistance chez S. paucissectum (Bashir et al, 2021).

1.8 Importance économique de la pomme de terre

La pomme de terre, en raison de son adaptation et de sa capacité de rendement contribue
depuis longtemps a soulager les insécurités alimentaires (Arun et al, 2015; Andrivon, 2017;
Chung et al, 2016; Jennings et al, 2020; Jannat et al, 2021). Elle est actuellement cultivée sur
environ 20 millions d'hectares de terres agricoles dans le monde, et la production mondiale de
pommes de terre s'éléve a 366 millions de tonnes (Devaux et al, 2020). Les cultures intensives
se trouvent dans la zone tempérée de I'némisphére nord, ou la culture a lieu en été, pendant la
période sans gel, ou la production est a la fois une denrée de base et une culture de rente
(Muthoni et al, 2010). Dans les régions subtropicales, la culture est pratiguée comme une

culture d'hiver pendant la période sans chaleur, comme dans la region méditerranéenne.

Ce n'est que dans les basses terres tropicales que la pomme de terre n'est pas un aliment de
base, parce que les températures dans ces régions sont trop élevées pour le développement et

la croissance des tubercules des variétés de pommes de terre (Haverkort et al, 2013).
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La consommation de pommes de terre fraiche représente environ deux tiers de la récolte
et environ 1,3 milliard de personnes consomment des pommes de terre comme aliment de
base (plus de 50 kg par personne et par an). La figure 7 montre la répartition mondiale des
rendements de la pomme de terre. Les rendements réels vont de moins de 5 a 10 t de
tubercules frais ha® dans les zones rurales a bien plus de 40 & 100 t de tubercules frais ha*
dans les zones industrielles (Devaux et al, 2020). De nombreuses améliorations sont
nécessaires en matiere de pratiques agronomiques, de production de semences de qualité et de

variétés tolérantes aux menaces abiotiques et biotiques (Birch et al, 2012).

Dans les pays a revenu élevé, les consommateurs recherchent principalement des
aliments sains et faciles a préparer a un prix abordable, tandis que dans les pays en
développement ou les systémes agroalimentaires ruraux sont courants, les besoins des
consommateurs sont motiveés par les defis alimentaires et nutritionnels liés a la sécurité et la

stabilité des aliments (Devaux et al, 2021).

Rendements moyens
de la pomme de terre
(tonnes par hectare)

[ Plus 40.0
[0 30.1-40.0
I 20.1-30.0
o 10.1-20.0
I Moins 10

Aucune donnée
FAO 2014-2016

Figure 7. Distribution mondiale des rendements de la pomme de terre (Devaux et al, 2021).
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2 Modes de propagation de la pomme de terre (Solanum tuberosum L.)

2.1 Techniques classiques de multiplication de la pomme de terre

La production de semences de pomme de terre dans un systéme conventionnel favorise
I'accumulation de maladies et ne produit qu'environ 8 tubercules filles au cours d'une année
(Otazu, 2008). Dans ce systéme, les producteurs sélectionnent les tubercules de meilleure
qualité pour les semences et rejettent ceux de mauvaise qualité. Les plants malades et sains
sont identifies et séparés et les tubercules sains sont utilisés pour la production de la saison
suivante. Si le plant de pomme de terre mere est infecté par une maladie pendant la saison de
croissance, chacun des nouveaux tubercules filles est susceptible d'étre infecté lui aussi. Cette
méthode conventionnelle de propagation est l'une des techniques les plus lentes de

multiplication des semences (Buckseth et al, 2016).

2.1.1 Pré-germination des tubercules

Knowles et Knowles (2006) proposent que les tubercules pré-germés a des températures
élevées puissent entrainer une augmentation de I'dge physiologique des tubercules. Certains
traitements de pré-germination de semence peuvent entrainer une augmentation significative
des rendements grace a une croissance plus rapide (Jannie, 2012). Bien que la semence soit
placée dans des conditions environnementales appropriées pour sa croissance, les tubercules
de pomme de terre ne germeront pas au stade de la récolte (Delaplace et al, 2008). Ainsi, la
germination est rapide aprés un choc froid ou thermique pendant la période de stockage
précoce (Imanparast, 2018).

2.1.2 Sectionnement des plants

La semence coupée est adoptée pour la réduction du colt des semences. Cependant, la
surface coupee peut étre sensible aux attaques des champignons du sol, en particulier pendant
les conditions fraiches et humides. Kawakami et al. (2003) ont signalé que les tubercules
entiers présentent certains avantages en termes de rendement par rapport aux morceaux de
semences, méme s’ils sont traités. Cependant, d'autres rapports ont montré que le rendement
total de nombreux cultivars n'est pas sensiblement affecté par le nombre de germes (Nolte et
al, 2003). L'utilisation de semences entiéres ou coupées pour maximiser le potentiel de
rendement peut dépendre du cultivar et de I'environnement de production. C'est donc une

pratique courante de couper les tubercules de semence en morceaux avec des variations dans
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I'étendue et le type de coupe (Diop et al, 2019). Bien que des plants de pomme de terre
puissent étre élevés a partir d'un tubercule coupé en morceaux dont au moins un ceil contient
trois bourgeons et les morceaux de semences les plus grands donnent un rendement total plus

important que les petits (Diop et al, 2019; Ibrahim, 2021).
2.2 Biotechnologie et amélioration de la production de la pomme de terre
2.2.1 Micropropagation in vitro de la pomme de terre

La premiere culture in vitro de la pomme de terre a été tenté des 1951 (Naik et
Buckseth, 2018), et depuis lors, une variété de tissus provenant de différents organes
vegetaux, tels que les feuilles, les pétioles, les segments d'entre-nceuds, les ovaires, les
antheres, les tiges, les racines et les apex des bourgeons, ont été utilisés avec succes (Tableau
5) (Naik et al, 2001). Parmi toutes les avancées en matiére de culture tissulaire, la culture de
méristémes et la micropropagation sont les technologies les plus prometteuses pour la
production de semences de pomme de terre de qualité. La micropropagation désigne la
production d'un grand nombre de plantes in vitro exemptes de pathogenes sur des milieux
nutritifs définis, dans des conditions aseptiques, dans un temps et un espace limités. La
micropropagation est actuellement a la base de nombreux systemes de production de
semences de pomme de terre et fournit spécifiguement le matériel de stock nucléaire sous
forme de vitroplants ou de microtubercules pour leur utilisation ultérieure dans une chaine de

programmes scientifiques de production de semences de pomme de terre (Chindi et al, 2014).

2.2.2 Culture de méristémes

La culture de méristemes est une procédure dans laquelle les extrémités apicales ou
axillaires (0,1 a 0,3 mm) sont disséquées et transformées en plantules sur des milieux nutritifs
dans des conditions controlées (Tableau 5) (Morel et Martin, 1952). Bien que ce procéde soit
principalement utilisé pour I'élimination des virus (Millam et Sharma 2007), la régénération
des plantes a partir de méristémes prend 4 a 8 mois selon la taille du méristeme et le génotype
de la plante donneuse. En outre, selon la nature du virus, le pourcentage de plantes exemptes
de virus obtenues a partir de méristemes régénerés est variable (Naik et Karihaloo 2007).
Spiegel et al. (1993) ont constaté que la culture de plantes a une température élevée (35-40°C)
pendant des périodes variables élimine les virus de plusieurs espéces a multiplication
végétative, car la réplication de nombreux phytovirus est considérablement réduite a des

températures élevées (Naik et. Buckseth, 2018).
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2.2.3 Embryogenese somatique

L’embryogenése somatique a fourni de nouvelles possibilités d'introduire de nouvelles
sources de résistance aux maladies et aux ravageurs dans la pomme de terre cultivée a partir

de taxons possédant des caractéres de résistance (Tableau 5).

La résistance aux maladies causées par le virus de I'enroulement des feuilles, le virus Y
de la pomme de terre, le mildiou précoce et tardif, la pourriture molle, le nématode a galles de
Columbia et le doryphore de la pomme de terre ont été introduites par la fusion somatique de
protoplastes de pomme de terre avec des protoplastes de parents sauvages, notamment S.
pinnatisectum (Sarkar et al, 2011), S. etuberosum (Tiwari et al, 2010) et S. cardiophyllum
(Chandel et al, 2015; Tiwari et al, 2018). Les hybrides somatiques ont été utilisés pour
identifier de nouveaux génes (Tiwari et al, 2015) par analyse du génome des organes (Tiwari
et al, 2014). Cependant, bien que ces hybrides soient de bonnes sources de résistance aux
pathogenes, ainsi qu'au stress abiotique, ils produisent souvent de petits tubercules difformes
qui sont loin d'étre adaptés a la production agricole. De multiples cycles de rétrocroisements

sont nécessaires pour que ces plantes soient utiles en agriculture (Tiwari et al, 2020).
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Tableau 5. Principales techniques d'amélioration in vitro de la pomme de terre (Gosal et Wan, 2018).

| Matériel végétal

| Remarques

| Références |

Micropropagation

Pomme de terre
Solanum tuberosum L.

Propagation in vitro par les microtubercules

Gopal et al. (1998a)

Pomme de terre
(Solanum tuberosum L.)

Un protocole pour la production de matériel de pomme de
terre de pré-base par microboutures, obtenues a partir de
plantes avec une courte période d'acclimatation.

Pereira et Fortes (2004)

Pomme de terre
(Solanum tuberosum L.)

Un protocole de micropropagation efficace

Ozturk et Yldrm (2006)

Pomme de terre
(Solanum tuberosum L.)

Utilisation de bioréacteurs continus et semi-continus et
leurs fonctions dans la multiplication des pousses et la
microtubérisation de la pomme de terre.

Ebadi et al. (2007)

Pomme de terre

La micropropagation a été réalisée avec succes en
utilisant des segments nodaux comme plants.

Badoni et Chauhan (2009)

Culture de méristeme

Pomme de terre

Production de plantules exemptes de virus

Faccioli et Colombarini
(1996)

Pomme de terre

Facteurs affectant la croissance in vitro des plantules
dérivées de I'extrémité d'un palmier

Thind et al. (2005)

Variation somaclonale

Pomme de terre
(Solanum tuberosum L.)

Somaclones pour la tolérance a la chaleur

Das et al. (2000)

Pomme de terre
(Solanumt uberosum L.)

Les somaclones IBP-10, IBP-27 et IBP-30, infectés par
Alternaria solani et Streptomyces scabiei, ont présenté
une plus grande résistance a l'agent pathogéne que le
cultivar Désirée, qui y est sensible.

Veitia-Rodriguez et al.
(2002)

Pomme de terre, tomate,
soja, cafée

Le monomorphisme a été détecté dans la pomme de
terre, le café et le soja, ce qui indique la stabilité
génétique de ces cultures.

Lara et al. (2003)

Culture de protoplastes et hybridation somatique

Pomme de terre
(S. breviden x S.
uberosum)

Des hybrides somatiques ont été produits par
électrofusion.

Fish et al. (1988)

Pomme de terre
(S. breviden x
S.tuberosum)

20 hybrides testés ont exprimé un haut niveau de
résistance au PVY

Rokka et al. (1994)

Pomme de terre
(AmincaCardinal
xCardinal-Nicola)

Une résistance compléte au PVY a été notée pour une
lignée hybride somatique (CN2). Tous les autres
hybrides ont également montré une meilleure tolérance
a l'infection par Pythium aphanidermatum pendant le
stockage des tubercules ou aprés I'inoculation des
plantes.

Nouri-Ellouz et al. (2006)

Pomme de terre
(Solanum tuberosum x
Solanum tuberosum)

Des somatichybrides intraspécifiques tétraploides entre
16 lignees diploides différentes de Solanum tuberosum
L. ont été produits par fusion induite par PEG.

Przetakiewicz et al. (2007)

Pomme de terre

Résistance a la gale commune développée par des
hybrides somatiques entre Solanum brevidens et
Solanum tuberosum. Solanum tuberosum et la résistance
a Phytophthora infestans a partir de Solanum villosum

Ahn et Park (2013),
Tarwackaet al. (2013),
Smyda et al. (2013),
Tiwari et al. (2013)

Cryopréservation et stockage

in vitro du germoplasme

Pomme de terre
(Solanum tuberosum L)

Les extrémités des pousses de plants de pommes de
terre (Solanum tuberosum L.) cultivés in vitro ont été
cryoconservées par une méthode de vitrification
modifiée. méthode de vitrification

Halmagyi et al. (2004)

Pomme de terre
(Solanum tuberosum L)

Les plantes in vitro de pomme de terre ont été
climatisées a froid, cryoconservées et régénérées dans le
milieu de régénération.

Zhao et al. (2005)

Pomme de terre

(Solanum tuberosum L.)

Le protocole a été testé avec 12 variétés cultivées et
especes sauvages sélectionnées, et les pourcentages de
survie obtenus varient entre 64,0 et 94,4 %.

Yoon-Ju et al. (2007)
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2.3 Autres voies d’amélioration de la production de la pomme de terre

Les techniques moléculaires ont été largement adoptées comme outils puissants pour la
caractérisation du matériel génétique, I'identification des cultivars, les études phylogénétiques
et I'analyse de la diversité de nombreuses plantes cultivées (Yang et al, 2015). Dans I'étude de
la pomme de terre, I'ADN polymorphe amplifié aléatoire (RAPD) (Sabina et al, 2006; Hoque,
2013), le polymorphisme amplifié inter-rétrotransposons (IRAP) (Novakova et al, 2009), les
répétitions de séquences inter-simples (ISSR) (Mahgoouh et al, 2015), le polymorphisme de
longueur de fragment amplifié (AFLP) (Zhao et al, 2013 ) et les répétitions de séquences
simples (SSR) (Zhao et al, 2013; Yang et al, 2015) ont été utilisés pour l'estimation de la
diversité génétique. Parmi les marqueurs d'ADN, les SSR ont été utilisés avec succeés dans des
especes polyploides telles que les espéces de pommes de terre (Duan et al, 2019). Les
marqueurs SSR ont été largement utilisés dans la détermination de la diversité génétique,
I'empreinte du matériel génétique, I'analyse de I'hétérosis, le suivi des migrations, le flux
génétique, la cartographie de liaison génétique et les études phylogénétiques. (Lee et al,
2021). Ainsi, les nouvelles technologies d’amélioration telles que CRISPR/Cas9 (clustered
palindromiques régulierement espacées/CRISPR-associé 9), TALENs (nucléases effectrices
semblables a des activateurs de transcription), et ZFNs (nucléases a doigts de zinc) offrent un
grand potentiel pour accélérer I'édition du génome d'une maniere plus précise et rapide
(Mahfouz et al, 2016; Schiml et Puchta, 2017; Hameed et al, 2018). L'édition du génome a été
appliquée avec succes a la pomme de terre diploide pour surmonter le SI gamétophytique en
éliminant le géne de la ribonucléase Stylar (S-RNase), ce qui permet d'améliorer divers traits
agronomiques tels que la résistance aux maladies (Ye et al, 2018).

2.4 Microtubérisation

La production de pommes de terre de semence par micropropagation est principalement
basée sur la production de plantules in vitro exemptes de pathogénes, puis de microtubercules
et/ou de microtubercules (Ranalli, 1997). Les microtubercules sont des tubercules miniatures
et different des microtubercules en ce qu'ils sont plus petits et sont produits dans des
conditions aseptiques in vitro. L'induction de la microtubérisation chez la pomme de terre est
fortement liée aux conditions abiotiques (Naik et Karihaloo, 2007). La source de carbone
spéecifique et sa concentration dans le milieu de culture des tissus ont une grande importance,
le saccharose étant le substrat préfére, en grande partie a cause de sa translocation vers les

microtubercules en développement (Khuri et Moorby 1995). La concentration optimale de
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saccharose pour la production de microtubercules varie de 60 a 80g/l, ce qui représente
jusqu'a deux ou trois fois la quantité normale utilisée pour la micropropagation (Khuri et
Moorby, 1995; Momena et al, 2014).

2.4.1 Les facteurs influencant la microtubérisation

Le phénomeéne de tubérisation chez la pomme de terre est un processus de
développement complexe qui est contrdlé par plusieurs facteurs environnementaux et
cellulaires (Pundir et al, 2021). Les facteurs importants pour la croissance in vitro et la
production de microtubercules sont l'utilisation du génotype, les composants du milieu tels
que la source d'hydrates de carbone et les régulateurs de croissance (Hossain et al, 2017a; Ali
et al, 2018; Teng et al, 2019; Astarini et al, 2021).

2.4.1.1 Genotype

La microtubérisation est une méthode avantageuse pour les études physiologiques et la
sélection du germoplasme de pomme de terre et aussi une source importante d'explants pour
évaluer les plants de pomme de terre pour la tolérance au stress (Uranbey et al, 2017). Le
nombre de microtubercules par plante depend de génotype de la pomme de terre. Gopal et al.
(1998b) ont évalué 22 génotypes et ont confirmé, pour la plupart, la formation de
microtubercules dans des conditions de photopériode courte de 10 h et de basse température
(20 £ 2°C le jour et 18 + 2°C la nuit).Les cultivars modernes de pomme de terre ont évolué
pour tubériser dans des conditions de jours courts et de jours longs aprés une adaptation a
long terme, mais la différenciation des tubercules est toujours accélérée par des jours plus
courts dans tous les génotypes de pomme de terre (Ai et al, 2021) d’ou l'importance de
développer des protocoles spécifiques pour chaque génotype pour une production optimale de

microtubercules, car chaque génotype réagit différemment aux milieux (Astarini et al, 2021).

2.4.1.2 Type d’explant

Différents explants tels que des segments nodaux avec un nombre variable de nceuds,
des vitroplants entiere ou des microtubercules sont suggérés par différents auteurs (Leclerc et
al. 1994; Khuri et Moorby, 1996; Fatima et al, 2005; Dobranszki et al, 2008). Fatima et al.
(2005) ont montré l'importance du type d'explant sur la formation des microtubercules.
L'explant nodal a été considéré comme déclenchant la formation la plus élevée de

microtubercules ainsi qu'une amélioration des caractéristiques des vitroplants par rapport aux
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autres types d'explants. Hoque (2010) a également montré que le segment nodal permet la
formation de microtubercules dans une période plus courte avec un poids de microtubercules
plus élevé. L'utilisation de vitroplant entier par rapport a ses parties comme explant a

également augmenté le taux de formation et la taille des microtubercules (Yagiz et al, 2020).

2.4.1.3 Type de milieux

Le type de milieux est également important pour I'efficacité de la microtubérisation
(Kumlay, 2014; Yagiz et al, 2020). Les milieux liquides ont été rapportés comme ayant un
effet significatif sur la croissance des plantes et la production efficace de microtubercules in
vitro (Dhital et Lim, 2012). Les milieux solides ont été largement utilisés dans de nombreuses
études (Hossain et al, 2017a; Borna et al, 2019). Les agents solidifiants couramment utilisés
sont I'agar, le Difco Bacto-agar et le phytagel (Arregui et al, 2003; Hussien et al, 2014).

Le phytagel est produit a partir d'un substrat bactérien composé de rhamnose, de glucose et
d'acide glucuronique (Jacques et al, 2020). Arregui et al. (2003) ont rapporté que le phytagel
peut favoriser une tubérisation plus rapide et des microtubercules plus gros par rapport au
milieu contenant du Difco Bacto-agar. La microtubérisation dans des milieux liquides a
produit des microtubercules plus gros (Leclerc et al, 1994). Les bioréacteurs a immersion
temporaire ont été utilisés pour produire efficacement des microtubercules de pomme de terre
(Kamaérainen-Karppinen et al, 2010; Tapia et al, 2018). Plusieurs études sur la sélection des
milieux pour l'induction de microtubercules in vitro chez la pomme de terre indiquent qu'un
pourcentage plus élevé de saccharose donnait des résultats satisfaisants (Hossain et al, 2017a;
Pantelic et al, 2018 ; Guedes et al, 2019).

2.4.1.4 Saccharose

Le facteur le plus critique pour le développement des tubercules chez les plantes de
pomme de terre est attribué au saccharose (Donnelly et al, 2003). Il a été démontré que le
saccharose est essentiel pour son effet osmotique (Khuri et Moorby, 1995), en tant que source
d'énergie et, a un niveau plus élevé, en tant que molécule de signalisation (Donnelly et al,
2003). Dans le développement des microtubercules, les taux de croissance dépendent de la
disponibilité de saccharose en utilisant des sucres radiomarques (Khuri et Moorby, 1995).

Ces auteurs ont déemontré que plus de sucre est transloqué vers les microtubercules lorsque le
saccharose, plutdt que le glucose ou le fructose, est la source de carbone. Ils ont conclu que le

saccharose agit principalement comme une source de carbone appropriée pour I'absorption et
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I'utilisation par les plantules, mais, a 8%, il fournit également une osmolarité favorable au
développement des microtubercules. Le taux de croissance des microtubercules dépend de la
disponibilité du saccharose, puisque I'hydrolyse du saccharose en glucose et en fructose le
limite (Yu et al, 2000). Le saccharose favorise le développement des tubercules, bien qu'il soit
peu probable que le saccharose elle-méme soit le stimulus qui induit les tubercules (Herrera-
Isidron et al, 2021; Nicolas et al, 2021).

2.4.1.5 Température

Dans des conditions in vitro, la température peut affecter la production de
microtubercules (Wang et Hu, 1982; Akita et Takayama, 1994). Bien que la croissance des
plantules propagées soit optimale a 20-25°C, la formation de microtubercules est souvent
meilleure & des températures légérement plus basses. Selon Wang et Hu (1982), le nombre
moyen de microtubercules est plus faible a une température in vitro plus élevée (28-28°C

jour/nuit) qu'a une température plus basse (20-20°C jour/nuit).

La température optimale pour la microtubérisation a été suggérée comme étant de 20°C
(Wang et Hu, 1982) ou entre 15 et 18°C (Akita et Takayama, 1994). Des résultats similaires
ont été obtenus par Otroshy et al. (2009) dans leur essai avec des températures allant de 17 a
25°C. Singh et al. (2016) ont également signalé que la température élevée augmente la
biomasse totale dans leur étude de microtubérisation. Dans deux essais en bioréacteur, la
biomasse totale a 30°C pour tous les clones était significativement plus élevée que celle de
16°C (Gautam et al, 2021).

2.4.1.6 Photopériode

La photopériode joue un réle important dans la domestication de traits agricoles et
I'adaptation des cultures a diverses conditions de longueur de jour (Zhou et al, 2019). La
lumiere regule la croissance et le développement des plantes, et elle influence directement la
photosynthése des plantes, ce qui entraine une augmentation des glucides et de la biomasse
totale (Mills et Jones, 1996). L'ensemble du processus de développement des plantes est

contr6lé par la qualite, la quantité et la photopériode de la lumiere.

Les plantes possédent des capteurs specifiques (photorécepteurs) permettant une détection
précise des caractéristiques de la lumiére : composition spectrale, intensité et durée. Ces

photorécepteurs traduisent I'énergie lumineuse en signaux biologiques et peuvent activer des
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voies en aval pour réguler la croissance, la morphogenese, la photosynthése, le métabolisme,
le développement et le comportement des plantes (Grishchenko et al, 2021).

La lumiére joue également un réle important dans I'altération des nutriments et de la
qualité des graines en germination (Islam et al, 2017; Rahman et al, 2021). De nombreux
progrés ont été réalisés dans la compréhension du mécanisme moléculaire qui contrdle la
tubérisation par la longueur du jour chez la pomme de terre, et plusieurs éléments clés sont
partagés par le contrdle photopériodique de la floraison et la tubérisation (Rodriguez-Falcon
et al, 2006; Dutt et al, 2017). En bref, la longueur du jour est percue par le photorécepteur
dans les feuilles, puis le signal est transporté vers les stolons souterrains pour induire
I'initiation du tubercule (Rodriguez-Falcon et al, 2006; Ai et al, 2021).

2.4.2 Phytorégulateurs de croissances

Aujourd'hui, on distingue cinq grandes classes de phytorégulateurs de croissance
(PGRs): (i) les auxines, (ii) les cytokinines, (iii) les gibbérellines, (iv) I'acide abscissique et
(v) I'éthylene. Outre ces phytohormones classiques, d'autres PRG tels que les polyamines,
I'acide salicylique, les jasmonates, les stérols, les brassinostéroides, les strigolactones, les
oligosaccharines, les systémines, et le florigene ont été découverts plus recemment (Soumare
et al, 2021). Le développement du tubercule est controlé par les hormones GAs, cytokinines
(CK) et auxines. La croissance du tubercule est le moment ou un stolon commence a se

distinguer et a gonfler, pour produire le tubercule (Katsarou et al, 2016).

Lors de l'initiation de la tubérisation sur un stolon longitudinal, il est bien établi que la
division et I'expansion cellulaire sont toutes deux nécessaires a la croissance et au
développement du tubercule (Chakrabortty et al, 2018; Saidi et Hajibarat, 2019). Les
tubercules sont considérés comme un puits majeur pour les hydrates de carbone et un
stockage de nutriments inorganiques (Morris et Taylor, 2010). Une étude a révélé que plus la
surface foliaire est élevée, plus la croissance des tubercules est importante (Saidi et Hajibarat,
2021). D'autres études ont également mis en évidence que les phytohormones agissent comme
des commutateurs chimiques, a savoir GAsz comme inhibiteur CK et auxine comme
promoteurs du développement des tubercules chez la pomme de terre (Tao et al, 2010;
Eviatar-Ribak et al, 2013).

130



Chapitre 1. Synthése bibliographique |

Pendant la croissance de la tige et l'initiation du tubercule, les AGs stimulent
I'élongation et I'expansion des cellules dans les stolons (Aksenova et al, 2014). Cependant, les
AGs jouent un rble inhibiteur dans la croissance et le développement des tubercules. L'analyse
de la teneur en GAz endogene a révelé qu'aprés le développement du tubercule, les niveaux de
GA:z dans les extrémités des stolons gonflants sont réduits (Brenner et al, 2005). Outre I'AGs,
les CKs jouent un réle important dans la formation des tubercules, & savoir l'initiation, la
formation et I'élargissement des tubercules (Saidi et Hajibarat, 2021). De plus, les CKs sont
impliquées dans la prolifération cellulaire dans les premiers stades de la croissance du
tubercule (Figure 8) (Katsarou et al, 2016). L'application exogene de CK a entrainé un
développement accru des tubercules (Saidi et Hajibarat, 2021). L'auxine, comme la CK, est
impliquée dans le processus d'expansion et d'agrandissement des cellules. L'auxine influence
le poids de la plante entiere mais stimule la tubérisation, y compris le nombre et le poids des
tubercules (Roumeliotis et al, 212). Des études expérimentales ont indiqué que la teneur et la
dynamique de l'auxine dans le plant de pomme de terre peuvent influencer l'initiation, la
croissance et le développement des tubercules (Aksenova et al, 2014). Sergeeva et al. (1994)
ont déduit que le mouvement de I'AlA de la pousse vers la racine et le stolon est important

pour la tubérisation.
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Figure 8. Plusieurs régulateurs clés sont impliqués pendant le développement du tubercule, constituant
un réseau complexe (Saidi et Hajibarat, 2021).

A : ABA, auxine, SL (Strigolactone) maintiennent la dormance des tubercules. GAs et CK stimulent la germination des
tubercules. B : ABA et auxine sont des inhibiteurs de la germination des tubercules tandis que CK et GAs sont des
accélérateurs de la germination. C : L'auxine agit comme un stimulateur et GAs et CK comme un suppresseur de la formation
des racines. CK augmente la croissance des ramifications des pousses et la croissance des bourgeons, alors que I’ABA (Acide
abscissique), auxine, GAs et SL sont des suppresseurs du développement des pousses. D : Au stade de l'initiation du
tubercule, GAs agit comme un inhibiteur, alors que l'auxine, CK et SL stimulent la tubérisation. E: Au stade du
développement du tubercule, GAs a un rble inhibiteur, alors que l'auxine et CK favorisent le développement du tubercule.
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2.5 Stockage, conservation in vitro et cryoconservation

La conservation ex situ s'agit d'une méthode simple de préservation de la diversité
biologique. La pomme de terre est conservee sous forme de tubercules ou ils sont soumis a un
stockage au froid (4-8°C) apres la récolte pour réduire la germination, la pourriture, le déficit
hydrique et pour prolonger la durée de conservation. Cependant, ce stockage au froid entraine
une augmentation systémique des concentrations de saccharose (Bhaskar et al, 2010; Hameed
et al, 2020). Le matériel peut étre exposé aux agents pathogenes ou il y a souvent un risque de
perte de germoplasme (Bekheetet al, 2020). Par conséquent, les chercheurs sont a la recherche

de méthodes de conservation complémentaires (Roque-Borda, 2021).

La conservation in vitro ou les banques de génes s'‘occupent de la conservation des
ressources phytogénétiques (Cadima Fuentes et al, 2017). La conservation des espéces de
pommes de terre cultivées et de leurs parents sauvages dans des banques de genes assure la
disponibilité a long terme de la diversité genétique (Berdugo-Cely et al, 2017). La
caractérisation de ces collections est essentielle pour identifier les caracteres d'intérét pour la
sélection végétale, tels que la résistance aux agents pathogenes et la tolérance aux stress
abiotiques (Hirsch et al, 2013; Lee et al, 2021).

La cryoconservation consiste a utiliser des températures ultra-basses (-135 °C a -
196°C) d'azote liquide (LN), ce qui permet aux cellules de conserver leur viabilité et leur
stabilité génétique (Tableau 6) (Agrawal et al, 2019; Acosta et al, 2020). Les chercheurs de la
cryoconservation de la pomme de terre ont publié leurs premiers protocoles il y a environ 35-
40 ans (Vollmer et al, 2017). Récemment, ils ont publié d'autres méthodes prometteuses pour
la cryoconservation, telles que le cryoplate D et V. Dans ces méthodes, les apex des germes

sont soumis a un processus de cryoconservation (Yamamoto et al, 2015; Valle et al, 2017).
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Tableau 6. Synthese des étapes de la cryoconservation des plantes (Roque-Borda et al, 2021).

Meéthodes de cryoconservation

Méthodes classiques Méthodes modernes
(refroidissement lent) (refroidissement rapide)

Mise en place d'une culture in vitro ou désinfection de tissus et d'organes prélevés
directement sur la plante donneuse

Préculture des explants sur un milieu a pression osmotique accrue et durcissement
a froid facultatif des explants.

Déshydratation avec un mélange de dilution puis

Traitement avec un cryoprotecteur des cryoprotecteurs concentrés (aprés une
approprié, généralement du DMSO encapsulation facultative des explants dans de
(la concentration et la durée I'alginate) ou déshydratation dans
du traitement varient en fonction une série de solutions de saccharose
du matériel végétal). (& concentration croissante), suivie

d'un séchage a l'air libre

Refroidissement progressif et lent
a un certain taux de refroidissement
(0,2-2 °C minY), qui peut étre
réalisé par des cryostats disponibles Refroidissement rapide par immersion
dans le commerce. Ce refroidissement est directe des explants dans le LN
périodique jusqu'a -20 °C, -40 °C, -70 °C,
-100 °C et, enfin, -196 °C
et a des intervalles définis

Stockage des spécimens en flacons ou en paillettes dans des ‘cryoboxes’ dans le LN ou,
plus rarement, dans sa phase vapeur.

Réchauffement des échantillons (rapide dans un bain-marie ou a température ambiante)

Elimination du cryoprotecteur par lavage avec une solution & forte concentration
de saccharose (généralement 1,2 M)

Détermination de la viabilité (par histochimie ou par observation de la croissance)

Récupération in vitro de plantes sur un milieu enrichi en PGR (généralement dans
des conditions de lumiére réduite pendant les deux premiéres semaines de culture).

Acclimatation et transfert en conditions ex vitro
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Chapitre 11. Materiels et méthodes

1 Matériel végétal

1.1 Provenance du matériel végétal

Les cultivars de Solanum tuberosum L. Désirée et Spunta ont été obtenus de la ferme

pilote de Si Abdelkrim a Tiaret. Ces deux variétés de pomme de terre dominantes sont des

cultivars commerciaux les plus cultivés en Algérie.

1.2 Caracteres descriptifs des variétes utilisées

Les deux cultivars utilisés (Désirée et Spunta) ont des caractéristiques botaniques et

agronomiques souhaitables. Ils ont été sélectionnés pour leur rendement optimal, leur

résistance aux maladies et leur adaptation aux conditions agro-climatiques (Tableau 7).

Tableau 7. Caractéristiques de deux variétés de pommes de terre (ECPD, 2021).

Variété Désirée Spunta

Origine Urgenta X Depesche Béa X USDA.96-56

Année d'obtention 1971 Pays-Bas 1967 Pays-Bas

Catégorie Consommation Consommation

Rendement 104 % du témoin de Bintje. 111 % du témoin de Bintje.

Tubercule Oblong, assez régulier, yeux Oblong allongé, régulier, yeux tres
superficiels, peau rouge, chair jaune. superficiels, peau jaune, chair jaune.

Germe Rouge violacé, en forme de tonneau, Violet, conique, pilosité moyenne.
pilosité moyenne.

Plante Taille haute, port dressé, Taille haute, port dressé,
type semi-rameux. type rameux.

Tige Entrenceuds fortement pigmentés, Entrenceuds faiblement pigmentés,
nceuds moyennement pigmentés, nceuds non pigmentés, aux ailes
aux ailes étroites, rectilignes. développées, rectilignes et ondulées.

Feuille Vert franc, peu divisée, ouverte ; Vert franc, peu divisée, mi-ouverte ;
foliole moyenne, ovale (1 =1,73) ; foliole moyenne, ovale arrondi
limbe plan. (1=1,61) ; limbe cloqué.

Floraison Abondante. Assez abondante.

Fleur Rouge violacé, grande pointes Blanche, bouton floral

Fructification
Maturité

blanches, bouton floral
partiellement pigmenté.
Assez fréquente.
Moyenne a demi-tardive.

partiellement pigmenté.

Tres rare.
Demi-précoce

Sensibilité a I'égermage
Repos végétatif
Teneur en matiére séche

Aptitude a la conservation

Peu sensible.
Trés long.
Assez élevée.

Bonne.

Assez sensible.
Moyen.
Trés faible.

Assez faible.
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1.3 Type d’explants utilisés

L'étude a été menée en quatre etapes :
- Le développement des germes du tubercule de deux cultivars de S. tuberosum in vivo, la
culture in vitro des extrémités des germes, la micropropagation et la microtubérisation.
Pour I’établissement des cultures, trois types d'explants ont été évalués pour induire:
- La micropropagation: 1’explant utilisé est formé de ’apex des germes pour 1’obtention
d’un nombre suffisant des vitroplants ;
- La microtubérisation: 1’explant utilis€ est composé de microboutures de segments
nodaux des vitroplants issus de subcultures.

- La conservation des microtubercules au froid et dans I’azote liquide a -196°C.

2  Meéthodes expérimentales
2.1 Préparation du matériel végétal

Dans notre étude, nous avons utilisé des tubercules sains, ne présentant aucun signe
maladif. Ces tubercules non-traités ont été entreposés dans des conditions de température
ambiante de 20-25 °C et de lumiére naturelle avec 80% d'humidité pour rompre la
dormance et permettre leur germination (Jannie, 2012; Carrera et al, 2015; Borna et al,
2019).

L'objectif de la pré-germination est la formation de pousses, colorées et fermes, avec
une base de racines (Figure 9). Apres la germination des tubercules, les extrémités des
germes sont coupées a 2 cm pour maintenir I'nomogénéité des explants (Sarkar et al, 2006),

et ensuite utilisées comme explants primaires pour I'établissement de cultures in vitro.
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Figure 9. Germination de semence des cultivars (A): Désirée (cv.Dr), (B): Spunta (cv.Sp).

2.2 Stérilisation des explants

Les bourgeons collectés ont été excisées pour la stérilisation aseptique. Ces apex des
bourgeons sont soigneusement lavés sous un courant d’eau du robinet puis traités avec
quelques gouttes de Tween-20 et 1 g It de mancozébe (antifongique) pendant une minute
en agitant constamment, suivis de trois rincages successifs dans l'eau distillée. Les
bourgeons sont ensuite désinfectés pendant une minute avec I'éthanol a 70%, puis 10
minutes dans une solution d’hypochlorite de sodium (NaOCI 2% de chlore), suivi de 3

ringages successifs dans I'eau distillée stérile sous hotte a flux laminaire.
2.3 Composition minérale des milieux de culture utilisés

Tous les milieux de culture utilisés contiennent les macroéléments, les microéléments,
la solution ferrique de Murashige et Skoog (1962) et les vitamines de Morel (Morel et
Wetmore, 1951) (Tableau 8). Ces milieux sont complétés par des additifs requis selon
I’objectif dans chaque expérience. Apres ajustement du pH a 5,7 = 1 avec du NaOH (1 N)
ou HCI (1 N), les milieux de culture sont ensuite autoclavés a 121 °C (1,1 kg/cm? de
pression) pendant 20 minutes.
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Morel (Morel et Wetmore, 1951).

Macroéléments mg.|?
NHsNO3 1650
CaCl»2H20 440
MgSO47H.0 370
KH2PO4 170
KNOs 1900
Microéléments mg.|?
MnSO4H-0 22,3
ZnS047H20 8,60
H3BOs3 6,20
Kl 0,83
Na:Mo0O42H,0 0,25
CuSO45H20 0,025
CoCl26H20 0,025
Source de fer mg.|?
FeSO47H20 27,8
Na,EDTA2H,0 37,3
Vitamines de Morel mg.I*
Biotine 0,01
Pantothénate de calcium 1
Acide nicotinique 1
Pyridoxine-HCI 1
Thiamine-HCI 1
Myo-inositol 100

Tableau 8. Composition du milieu de culture MS (Murashige et Skoog, 1962) et les vitamines de

2.4 Mise en culture
2.4.1 Micropropagation

La mise en culture des explants stérilisés est réalisée sur le milieu de base MS
(Murashige et Skoog, 1962) contenant les vitamines décrites par Morel et Wetmore (1951),
30 g It de saccharose et solidifié avec 7 g I d’agar (DifcoBacto-Agar). Une seule
extrémité de germe inoculée par tube de culture (20 x 200 mm) contenant 15 ml de milieu.
Les apex qui se sont développées dans ce protocole de multiplication de 4 a 6 semaines ont
donné naissance a des vitroplants sains qui ont fourni le nombre souhaité d'explants pour la
production des microtubercules dans les traitements ultérieurs. Le taux de la régénération a
été calculé comme suit :

Taux de régénération = nombre d'explants régénérées / nombre total d'explants mis
en culture x 100.
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2.4.2 Microtubérisation

Apres ’assainissement de la multiplication in vitro, des vitroplants de pomme de
terre ont été obtenus. Des explants de segments a un seul noeud prélevés des plantules
obtenues ont été utilisés pour la microtubérisation. Dix segments uninodaux (= 2 cm) ont
été cultivés par bocal en verre (145 x 75mm : hauteur/diametre), contenant 50 ml de
milieux de culture de base MS enrichi de 80 g I"! de saccharose (Lo et al, 1972; Mani et al,
2014; Hossain et al, 2017a). L'expérience a été dirigée par trois réplications (n=30
explants) par traitement et par cultivar. Tous les bocaux de culture ont été placés dans les
conditions de culture de propagation pour assurer la croissance des vitroplants pendant
quatre semaines, suivi de huit semaines d’induction et de développement des

microtubercules. La durée totale de I'expérience a été menée sur 12 semaines de culture.
2.5 Conditions de culture

Les cultures in vitro sont placées dans les conditions contrdlées suivantes :
- Les cultures de micropropagation sont incubées a une température de 24 + 1°C et une
photopériode de 16 h par cycle de 24 heures. La lumiere était fournie par des tubes
fluorescents blanc froid & une intensité de 90 umol m2 s,
- L'induction des microtubercules est effectué en soumettant les cultures a une photo-
thermopériodique courte et alternée : 22 +1 °C par 8 h de jour et 18 + 1 °C par 16 h de nuit
(Belguendouz, 2012; Li et al, 2020; Oves, 2021) jusqu'au développement des

microtubercules.
2.6 Production de microtubercules
2.6.1 Effet de la concentration en agar-agar

Afin d’évaluer les effets du milieu de culture sur I’induction de microtubercules, des
segments nodaux uniformes issus de vitroplants cultivés pendant 4 semaines, ont été utilisés
comme explants. Le milieu de production des microtubercules était établi sur les criteres de
microtubérisation susmentionnées et le milieu basal de MS (Murashige et Skoog, 1962)
complété par des concentrations variables d'agar (0 g I':: milieu liquide, 4 g I'*: milieu semi-
solide et 8 g I':: milieu solide). Le type de milieu de culture qui enregistre une meilleure

microtubérisation sera adopté pour effectuer les autres traitements.
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2.6.2 Effet du charbon actif (CA)

Dans le but d’évaluer ’effet du charbon actif sur la production de microtubercules,
différentes concentrations de cet adsorbant (0; 0,5; 1; 2 ;5 et 10 g I'Y) ont été incorporées
dans le milieu de base de MS (Murashige et Skoog, 1962) enrichi de saccharose a 8%.

Le méme protocole expérimental et les mémes conditions de culture utilisés précédemment

pour induire la microtubérisation ont été appliques.
2.6.3 Effet des régulateurs de croissance

Afin d'optimiser les régulateurs de croissance (PGRs) pour la microtubérisation chez
la pomme de terre, I'effet de différentes concentrations et combinaisons de PGR ont été
évalues. Les traitements de PGRs testés sont des cytokinines, a savoir : TDZ (0;0,1;0,2;
O4etimgl?l), mT(0;05;1;2et4mgl?)etBAP (0;1;2et4mgl™). Les cultures ont
été maintenues dans les conditions de culture citées ci-dessus dans les expériences de
production des microtubercules. Les régulateurs de croissance sont dissous préalablement
dans quelques gouttes d’éthanol, de NaOH (1N) ou de KOH (1N), respectivement avant
leur dilution dans de I’eau distillée (Tableau 9).

Tableau 9. Solvants, conditions de stockage et stérilisation des régulateurs de croissances testés
(Benmahioul, 2009).

Conditions de stockage

Phytorégulateurs Solvant Diluent Poudre Solution Stérilisation
BAP 1N NaOH Eau TA 0-5°C AlF
mT KOH 1N Eau 0-5°C 0-5°C AlF
TDZ DMSO Eau TA 0-5°C AlF
GAs Ethanol Eau TA 0-5°C AlF
AIB Ethanol ou 1N NaOH Eau 0-5°C -0°C AlF

A/F : Autoclavage/Filtration.

TA : Température ambiante.

A T’issue de I’expérimentation précédente, le TDZ a été retenu pour évaluer son effet
combiné avec deux autres substances hormonales (GAs et AIB) sur la microtubérisation
(Tableau 10).
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Tableau 10. Différentes concentrations et combinaisons de régulateurs de croissance testées pour
évaluer la microtubérisation chez les deux génotypes de pommes de terre étudiés.

Régulateurs de croissance (mg 1)

TDZ GAs AlIB
0.2 1 -
04 1 -
0.2 - 0,01
04 - 0,01

2.6.4 Effet de la source du carbone (sucres)

L'efficacité du milieu MS complété par du sorbitol ou du mannitol dans la production
des microtubercules de pomme de terre a été étudiée. L'expérience a été poursuivie avec
des explants a un seul nceud. Les explants ont été excisés essentiellement a partir des
parties médianes des pousses des vitroplants pour maintenir I'nomogénéité des explants, et
ont été cultivés dans des bocaux contenant 50 ml de milieu de microtubérisation (milieu de
MS) complété par 80 g I"* de saccharose utilisé comme témoin et différentes concentrations
(0;30;60;80; 120 et 160 g I') de mannitol et de sorbitol. L'expérience a été menée de
maniere factorielle sur la base d'un plan complétement aléatoire avec trois réplications

(chaque bocal étant considéré comme une réplication contenant dix explants).
2.7 Etude de la tolérance in vitro aux stress abiotiques
2.7.1 Effet de la contrainte saline

L'objectif principal de cette étude était de révéler la variabilité de la tolérance in vitro
au stress salin des deux variétés de pommes de terre étudiées. L'effet de la contrainte saline
sur I'induction de microtubercules a été évalué.

Pour cela, des segments de tige a un seul nceud avec une seule feuille issus de
vitroplants agés de 4 a 6 semaines ont été excisés et cultivés dans un milieu MS basal semi
solide (4 g I'* d'agar), contenant 80 g I de saccharose et différentes doses de NaCl : 0; 5 ;
10; 15 et 20 g It Dix explants ont été cultivés par bocal, avec trois répétitions pour
chaque concentration de NaCl.
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2.7.2 Effet du stress hydrique

Afin de déterminer le seuil de tolérance au stress hydrique in vitro des deux cultivars de
pomme de terre étudiés, sept concentrations croissantes (0 ; 5;10; 15; 20 ; 25et 30 g I'}) de
polyéthylene glycol (PEG-6000) ont été testées. Le milieu de base utiliseé est celui de
Murashige et Skoog (1962) contenant 80 g It de saccharose, et 4 g It d'agar. Dix explants ont
été placés dans chaque bocal de culture, avec trois répétitions par concentration de PEG
testée. Les explants ensemencés ont été incubés pendant douze semaines dans les mémes

conditions ambiantes (température et photopériode) précédemment decrites.
2.8 Etude de la conservation des microtubercules
2.8.1 Effet du calibrage sur la conservation des microtubercules

A la fin de chaque expérimentation, les microtubercules récoltés ont été triés en trois
groupes selon leur poids : <0,5 g, 0,5-1 g, et > 1g. Les microtubercules classés ont été
conservés au froid a 4 °C. Les parameétres de levée des microtubercules des deux cultivars
étudiés ont été évalués apreés 30 ; 60 ; 90 et 120 jours de stockage. Pour chaque durée de
stockage, 30 microtubercules répartis en 3 répétitions sont mis en conservation. La période
d’incubation est calculée pour chaque microtubercule par différence entre sa date de
germination (apparition d’un premier germe) et sa date de boulage (apparition du premier
tubercule fils de diamétre supérieur au double de celui du stolon ou apparition du premier

tubercule fils sessile de diamétre supérieur a 1 mm).

2.8.2 Effet de la déshydratation sur la cryoconservation des microtubercules

Pour I’essai de cryoconservation, dix microtubercules uniformes (~5 mm) produits lors
des expériences précédentes ont été utilisés pour déterminer la teneur en eau de chaque
cultivar avant sa cryoconservation. La dessiccation des microtubercules a été effectuée a l'aide
de gel de silice sec et stérile dans des boites de Pétri en verre de 5 cm. Chaque ensemble de
microtubercules a été déshydratés pendant 0 ; 30 ; 60 ; 90 et 120 min avec 3 répétitions (n =
30). Apres chaque période de dessiccation, les microtubercules ont été transférés dans des
flacons cryogéniques stériles de 2 ml (5 microtubercules par flacon cryogénique) et plongés
rapidement dans l'azote liquide (LN) pendant 10 min. Les contrbles consistaient en des
microtubercules semés dans le milieu de culture apres chaque période de dessiccation mais

sans exposition a l'azote liquide (LN). Les flacons contenant les microtubercules
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cryoconservés ont été réchauffés dans un bain-marie & 45 °C pendant 60 secondes et
réhydratés (5-10 min) dans un milieu MS liquide a température ambiante (25 £ 1 °C).

Les microtubercules de tous les traitements sont inoculés dans des tubes a essais en
verre contenant 10 ml de milieu de base de Murashige et Skoog (1962) additionné de
vitamines de Morel (Morel et Wetmore, 1951), 30 g I"* de saccharose et 2 g It de charbon
actif (Benmahioul et al, 2015; Belguendouz et al, 2021). Les cultures sont placées dans une
chambre de croissance programmeée a 25 °C avec une photopériode de 16 heures de lumiére/8
heures d’obscurité et une intensité lumineuse de 90 umol m? s fournie par des ampoules
fluorescentes blanc froid. Le pourcentage de microtubercules survivants, le nombre de
pousses et le nombre de racines par traitement et par cultivar étudié ont été enregistrées apres

4 semaines de culture.
2.9 Parameétres d’appréciation

A la fin des essais, les données ont été enregistrées a partir d'un ensemble de 30
vitroplants par cultivars pour les paramétres morphologiques suivants : le nombre de feuilles,
d'entre-nceuds et de microtubercules, la longueur des racines et des pousses et le diametre des
microtubercules. La biomasse fraiche a été déterminée pour les racines, les parties aériennes

et les microtubercules pour chaque traitement testé.
2.10 Analyse statistique

IBM SPSS Statistics version 25, Microsoft Excel et STATISTICA version 10 ont été
utilisés conjointement pour analyser les données. Toutes les expériences ont été menées selon
un plan absolument aléatoire avec trois répétitions par traitement (Cultivar x Traitement x
Parameétre) et dix explants par réplique, et les données ont été présentées sous forme de valeur
moyenne + erreur standard dérivée (xSD). Les différences entre les moyennes ont été
analysées en utilisant un modele linéaire pour lI'analyse de la variance (ANOVA). Les données
ont été transformées en valeurs logarithmiques et racine carrée, respectivement, pour cv. Dr et
cv. Sp, lorsque cela était nécessaire pour normaliser la distribution avant d'effectuer I'analyse
de variance (Sajid et Aftab, 2009; Khalid et Aftab, 2016; Raudonius, 2017). La signification
statistique a été vérifiée par le test des plages multiples de Duncan (DMRT) pour séparer les
moyennes de traitement & une différence critique (P) de <0,05. Le coefficient de corrélation
de Pearson R et la régression linéaire ont été analysés et les relations entre tous les variables

ont été considérées significatives a un intervalle de confiance de 95% (a =0,05).
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Chapitre 111. Résultats et discussion

1 Effet de I’assainissement des vitroplants
1.1 Taux de contamination des explants

En raison que les microboutures de la premiére génération sont obtenues a partir des
tubercules, la contamination était un peu élevée de sorte qu’on a noté un taux d’infection de
26,7% et 42,2% respectivement pour le cv. Désirée et le cv. Spunta. Ces niveaux élevés
d’infection sont dus probablement aux tubercules qui peuvent avoir des contaminants au
niveau du tissu végétal et que la stérilisation ne suffit pas pour les enlever. Ces infections
microbiologiques sont donc la conséquence de la survie des microorganismes
phytopathogénes (en particulier bactéries et/ou champignons) a la surface des explants
stérilisés, ou sont endophytiques (a l'intérieur du tissu végétal). Ces microorganismes qui
échappent aux techniques usuelles de stérilisation peuvent engendrer des pertes

considérables en cultures in vitro.

En ce qui concerne le taux de régénération, nous avons noté les pourcentages suivants
73,3% et 57,8% respectivement pour le cv. Désirée et le cv. Spunta. Ainsi, nous avons
constaté la sensibilité de la variété Spunta aux infections microbiologiques par rapport a la
variété Désirée avec des rapports constants de 20% et cela pour le milieu liquide (0 g I

agar) et le milieu solide (8 g It agar) (Tableau 11).

Il est & signaler que les tubes a essai presentant des signes de contamination sont
éliminés. L’aspect qualitatif de ces infections microbiologiques est de deux types : des
contaminations bactériennes sur le milieu de culture (colonies laiteuses blanche) et sur
I'explant (colonies jaune), et des contaminations fongiques de I'explant et du milieu de

culture (aspect laineux blanc-gris) (Figure 10).

Les résultats obtenus montrent egalement que le type de milieux de culture a influencé
le taux de contamination et de régénération chez la pomme de terre. Une moyenne de 70%
de contamination a été enregistrée pour le milieu liquide (0 g It agar) contre seulement
16,7% chez les explants cultivés sur les deux milieux nutritifs semi-solide (4 g I'Y) et solide
(8 g I'Y). Des taux moyens de développement in vitro de 30 et 83,3% ont été enregistrés

respectivement pour les milieux de culture suscités (Tableau 11).
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Tableau 11. Effet de la concentration en agar-agar du milieu de culture sur les taux de
contamination et de régénération in vitro de deux variétés de pomme de terre (Désirée et Spunta).

Milieu liquide  Milieu semi-solide ~ Milieu solide Moyennes
(0 g I*agar-agar) (4 gl*tagar-agar) (8g I agar-agar)

cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp

Nombre d'explants repiqués 30 30 30 30 30 30 90 90
Nombre d'explants contaminés (%) 60 80 13,3 20 6,7 26,7 26,7 422
Nombre d'explants régénérés (%) 40 20 86,7 80 93,3 733 733 57,8
% Contamination 70 16,7 16,7
Moyennes
% Régénération 30 83,3 83,3

Figure 10. Types de contaminants microbiologiques observés sur les milieux de culture et les
vitroplant apres une semaine (A) et deux semaines de culture (B).

Certains microorganismes endophytes sont bénéfiques, voire nécessaires a la plante
hote en améliorant sa nutrition et parfois sa défense contre les agents pathogénes mais
deviennent problématiques en micropropagation ou une asepsie totale est requise (Guan et
al, 2005). L'élimination de ces microorganismes endophytes par la stérilisation de surface est
généralement inefficace, sauf lorsque des stérilisants plus puissants et systémiques sont
utilisés (Danso et al, 2011).

Afin de limiter les pertes dues aux contaminations microbiologiques en cultures in
vitro et dans le but d’identifier un agent désinfectant efficace sans affecter la réactivité et la
morphologie des tissus végétaux, de nombreuses études ont été menées. Des résultats
encourageants ont été enregistrés chez plusieurs plantes : la banane (Msogoya et al, 2012;
El-Banna et al, 2021), Saccharum officinarum (Wagih et al, 2009), Ipomoea batatas (Jena et

Samal, 2011), Jatropha curcas (Misra et al, 2009) et Solanum tuberosum (Venkatasalam et
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al, 2013; Rahman et al, 2017). D’un autre co6té, Kieu et al. (2021) signalent qu’une
concentration plus élevée en agar-agar réduira la contamination et I'hyperhydratation.

1.2 Développement des vitroplants

Les résultats relatifs au développement des vitroplants montrent que la concentration
en agar-agar des milieux de culture a affecté les paramétres de croissance testés (Figure
12A-C). Les résultats ont également varié de maniére significative entre les deux cultivars
étudiés. Toutefois, les meilleures réponses morphologiques chez les deux variétés ont été
observées sur les milieux semi-solides (4 g I"Y) (Figure 11). La longueur de la tige la plus
importante (6,78 + 1,67 cm) a été enregistrée chez les vitroplants de la variété Désirée. Le
nombre de feuilles a suivi une tendance similaire a celle de la longueur des tiges. Le
meilleur rendement (11,10 + 3,62 feuilles/vitroplant) a été enregistré chez la variété
Désirée (Figure 12). Pareil pour la croissance racinaire, une longueur de 3,42 £ 1,18 cm a
été mesurée chez les vitroplants de Désirée cultivés sur le milieu semi-solide.

Il est a noter que pour cette phase de micropropagation, le développement de la
partie aérienne est plus important pour produire des segments nodaux qui servent a des

explants pour les tests a venir.

Figure 11. Aspect morphologique des vitroplants de pomme de terre produits in vitro.

(A) Apreés 1% repiquage des microboutures issues de semences (agés de 4 semaines), (B) Aprés 2¢™ subculture des
segments nodaux de vitroplants sur un milieu semi-solide (2 semaines de culture).
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Figure 12. Effets de I’agar-agar a différentes concentrations sur la longueur de la tige (A), le
nombre de feuilles (B) et la longueur de racines par vitroplant (C) de deux cultivars de pomme de
terre Désirée et Spunta.

Chaque valeur représente la moyenne de 30 réplicats par traitement. Les mesures ont été enregistrées aprés 4 semaines de

culture. Les barres avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a 5 % de probabilité séparée par le test
DMRT.
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Ces résultats peuvent s'expliquer par un milieu a consistance semi-solide qui
permet un meilleur contact physique entre les explants et le milieu de culture, ce qui
favorise I'assimilation des nutriments et de I'eau, par rapport & un milieu de culture solide
(Benmahioul, 2009; Benmabhioul et al, 2009; Monteiro et al, 2018). D'autre part, I'induction
des explants dans le milieu liquide était légerement faible a cause de l'apparition d'une
hyperhydratation. Une des limites associees & ce phénomene est la perte irréversible du
potentiel de régénération (Alves et al, 2021).

2 Effets des milieux de culture et du charbon actif sur la production des

microtubercules

Les effets de I'agar et du charbon actif (CA) sur le développement des explants et la
microtubérisation de deux cultivars de pomme de terre Désirée et Spunta ont été étudies.
Des segments nodaux ont été cultivés sur des milieux nutritifs contenant différentes
concentrations d'agar-agar (0 ; 4 et 8 g ') et différents niveaux de CA (0;0,5;1;2;5¢et
10 g I). Ces deux facteurs testés ont clairement affecté les différents paramétres de

croissance étudiés (Tableau 12).

Apres 28 jours de culture, les caracteres morphologiques des vitroplants de pomme
de terre cultivés sur les milieux nutritifs solidifiés par les différentes doses d’agar ont
révélé une couleur verte fraiche. Ce phénotype est lié a la synthese de Il'anthocyane
exprimée par la coloration de la tige et du feuillage avec une pigmentation anthocyanique
abondante (Strygina et al, 2019). Cependant, la meilleure vigueur des vitroplants a été
observée dans les milieux liquides. En revanche, les données du tableau 12, montrent
également I’effet bénéfique du charbon actif (CA) sur les paramétres étudiés, notamment la
longueur des racines, la hauteur des vitroplants, le nombre de feuilles et la biomasse
fraiche. Selon Mensuali-sodi et al. (1993), l'augmentation du nombre de feuilles et de la
longueur des pousses en présence du charbon actif reflete I'excellente qualité des
vitroplants. En général, chez les deux cultivars étudiés, les réponses morphologiques les
plus importantes ont été observées avec la concentration de 4 g I"* agar-agar et 1 g I de
charbon actif (CA). L'effet bénéfique de I'agar en combinaison avec le charbon actif sur
I'aspect qualitatif des vitroplants a été déja signalé chez d’autres plantes (Benmahioul et al,
2012a; Kaur et al, 2017).
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Tableau 12. Effets de la concentration en agar-agar et en charbon actif (CA) sur la croissance de deux cultivars de pomme de terre, Désirée et Spunta.

Biomasse fraiche

Composition Longueur de la racine Longueur des pousses Nombre de feuilles  Nombre d'entre-nceuds Biomassg fraiche des parties
1 €M) (cm) de racines (g) aériennes fanées
demilieu L9 ' ()
cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
0 2,32+0,55 2,63+0,88 4,02+1,78 5,14+159 5,70+2,79 4,83+1,39 3,80+1,47  3,10+1,09 0,31+0,20 0,50+0,46 0,48+0,16 0,57+0,34
Agar 4 4,33£1,39 5,80+1,85 5,97+1,69 10,04+3,58 6,10+1,95 7,90+2,83 3,63+1,30  4,60+1,75 1,62+0,42 1,41+1,02 2,07+0,02 1,28+0,64
8 4,66+1,61 3,79+3,36 4,34+1,63 5,63+2,15 5,97£1,69 6,03+2,43 3,27+1,01 3,87%l1,74 0,26+0,03 0,18+0,09 0,46+0,08 0,38+0,12
0 6,67+0,54 7,77+1,89 18,50+0,51 11,63+3,24 9,37+2,08 7,20+2,22 9,47+0,51  6,10+2,02 0,29+0,07 0,29+0,17 0,47+0,05 1,59+0,22
0,5 7,13+1,81 7,03+2,37 11,37+3,09 8,27+1,63 7,53+2,66 4,77+0,82 593+1,64  3,30%1,15 0,59+0,32 0,29+0,01 1,55+0,50 1,56+0,74
CA 1 8,30+1,70 4,67+0,99 14,65+4,68 11,13+4,08 7,80+1,75 5,73+1,80 6,33+1,63  4,87+1,59 0,81+0,31 0,31+0,17 1,55+0,48 1,69+0,86
8,00+0,81 4,17+1,44 11,85+4,27 10,90+3,08 6,63+1,79 8,67+1,47 4,87+1,28  4,60+1,16 0,28+0,06 0,27+0,04 1,34+0,17 1,74+0,73
557+1,85 4,43+0,94 9,63+3,52 5,80+1,49 7,80+2,12 4,17+0,83 4,80+1,42 2,67+0,66 0,38+0,11 0,40+0,19 1,60+0,46 1,43+0,77
10 5,80+2,04 5,20+1,47 11,27+43,61 10,20£3,31 9,57+2,84 7,57+2,14 5,10+2,14  3,17+0,87 0,29+0,07 0,19+0,04 1,39+0,67 1,46+0,77

Les valeurs des paramétres représentent les moyennes + SD de 30 répétitions par traitement pour les cultivars cv.Dr. et cv.Sp.

Les moyennes ont été comparées par le test DMRT a 5 % de probabilité.
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2.1 Effet de I’agar-agar

Pour mettre en évidence les effets de I'agar-agar sur la tubérisation de la pomme de
terre en conditions in vitro (Figure 13), certains parameétres ont été étudiés : le nombre, le
diametre et le poids des microtubercules (Figure 16A). Les deux cultivars étudiés ont
produit plus d'un microtubercule par vitroplant pendant les 12 semaines de culture sur
différentes concentrations d’agar-agar. Le nombre de microtubercules pour le cv. Désirée
(Figure 14A) était significativement plus élevé (4,43 + 0,50) sur le milieu liquide (0 g 1)
comparativement aux autres milieux solidifiés par agar-agar ou nous avons enregistré 1,70
+ 0,75 et 1,37 + 0,66 pour les milieux semi-solides et solides respectivement. Toutefois,
une légere différence, qui reste non significative, a été enregistrée chez le cv. Spunta: le
nombre moyen de microtubercules était de 1,93+1,25 chez le lot contrdle et 1,43 £ 0,72 et
1,73 + 0,78 pour les milieux solidifiés par agar-agar a la dose de 4 et 8 g I respectivement
(Figure 14A).

Figure 13. Aspect morphologique de microtubercules induits et développés aprés 4 semaines (A) et
12 semaines (B) de culture sur le milieu semi-solide.
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Figure 14. Effets de ’agar-agar sur le nombre de microtubercules par vitroplant (A), le diametre
(B) et le poids des microtubercules (C) des deux cultivars de pomme de terre étudiés Désirée et
Spunta.

Chaque valeur représente la moyenne de 30 réplicats par traitement. Les mesures ont été enregistrées apres

12 semaines de culture. Les barres avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a 5 % de
probabilité séparée par le test DMRT.
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Chez le cv. Désirée, le diamétre des microtubercules (Figure 14B) est
significativement plus grand (1,64 + 0,43 cm) comparativement a celui du cv. Spunta (1,36 £
0,78 cm) sous le milieu semi-solide (Figure 13). Cependant, sur le milieu liquide, le
diameétre des microtubercules chez les deux cultivars Désirée et Spunta était faible de 1’ordre
de (0,50 + 0,12 cm) et (0,91 £ 0,70 cm) respectivement. De méme, le poids des
microtubercules était meilleur dans les milieux solidifiés a 4 g d'agar-agar ou le cv. Spunta a
produit un poids moyen significativement plus élevé (1,18 = 1,42 g) comparativement a
celui enregistré chez le cv. Désirée (0,87 £ 0,62 g) (Figure 14C).

Le poids des microtubercules produits sur le milieu solide (8 g I™'d'agar) a également
varié de maniere significative entre les deux cultivars étudiés. L'augmentation de la
concentration en agar-agar dans le milieu MS induit un stress hydrique en diminuant le
potentiel hydrique du milieu, ce qui affecte négativement la croissance des explants nodaux
de semis in vitro (Gopal et al, 2008). De plus, sur le milieu liquide, le poids des
microtubercules du cv. Désirée était significativement plus petit comparé a celui des
microtubercules issus du cv. Spunta (Figures 14C et 16A). Ces résultats ont démontré que le
grossissement des microtubercules dépendait de type du milieu de culture utilisé. Ebadi et
Iranbakhsh (2011) ont également constaté que l'augmentation de la concentration en
saccharose (de 60 a 80 g I™Y) dans le milieu liquide s’accompagne d’une diminution du poids
frais moyen des microtubercules. Dans I'ensemble, une concentration de 8% de saccharose
constitue une source de carbone idéale et fournit I'osmolarité requise pour la croissance des
microtubercules. Nos essais ont montré que le milieu semi-solide est le meilleur pour la
production de microtubercules de qualité (diametre >1cm et poids >1g), c’est ce que nous
avons enregistré avec le cv. Spunta (1,36 cm et 1,18 g). Ces caractéristiques de
microtubercules sont utilisées dans la production de pommes de terre de semence (Rahman
et al, 2013; Sonnewald et Sonnewald, 2014 ; Wrébel, 2015 ; Hossain et al, 2017b).

2.2 Effet du charbon actif sur la production des microtubercules

Afin d’évaluer son effet sur la microtubérisation de la pomme de terre, le charbon
actif (CA) a été introduit a différentes doses dans le milieu de culture.

Les résultats obtenus ont montré que I'addition de CA avait un impact considérable
sur les microtubercules produits (Figures 15 et 16B). Un nombre maximum de
microtubercules a éteé enregistre avec le lot témoin (contréle) et la concentration de CA de 5
g It (4,47 + 0,51 et 2,73 + 1,08 respectivement pour le cv. Désirée et 2,93 + 0,87 et 3,80 +
1,30 respectivement pour le cv. Spunta (Figure 15A).
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Figure 15. Effet du charbon actif (CA) sur le nombre de microtubercules par vitroplant (A), le
diamétre (B) et le poids des microtubercules (C) des deux cultivars de pomme de terre étudiés
Désirée (Dr) et Spunta (Sp).

Chaque valeur représente la moyenne de 30 réplicats par traitement. Les mesures ont été enregistrées aprés

12 semaines de culture. Les barres avec la méme lettre ne sont pas significativement différentes a 5 % de
probabilité séparée par le test DMRT.
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Chez le cv. Spunta (Figure 15B), le diamétre des microtubercules enregistré sur le
milieu controle (1,17 + 0,50 cm) est significativement plus grand que celui des milieux
additionnés de CA (1,16 + 0,67 cm et 1,12 + 0,65 cm) noté avec les doses respectives de
10et0,5¢g ™.

Chez le cv. Désirée, une différence significative dans le diametre des
microtubercules a été observée entre le contréle (0,46 + 0,22 cm) et la concentration du CA
de 10 g I'* (0,83 + 0,35 cm) et de 0,5 g 1}(0,85 + 0,46 cm). De méme, le diamétre moyen
des microtubercules du cv. Désirée était significativement plus grand dans le milieu
supplémenté de 2 g I'et 1 g It de CA ou nous avons enregistré respectivement 1.04 + 0.50
et 0.97 £ 0.45 cm (Figure 15B).

La Figure 15C relative au poids des microtubercules, a mis en évidence I’effet
bénéfique du CA ol nous avons noté dans le milieu contenant 2 et 10 g 1"%(1,06 + 0,82 et
0,94 + 0,76 g), respectivement, pour le cv. Désirée (Dr) et le cv. Spunta (Sp). Le poids des
microtubercules était encore significativement plus élevé dans le milieu contenant 0,5 g I
de CA pour les deux cultivars (cv. Dr: 0,79 = 0,62 g; cv. Sp : 0,65 = 0,67 g). Toutefois,
aucune différence significative du poids des microtubercules n'a été observée entre le cv.
Dr (0,14 + 0,09 g) et le cv. Sp (0,25 = 0,25 g), respectivement, pour les traitements O et 2 g
It de CA.

Le colt élevé des milieux de culture in vitro engendre des problémes pour la
production de microtubercules. Le charbon actif (CA) est fréguemment utilisé dans les
milieux de culture de tissus végétaux car il favorise la croissance in vitro (Thomas, 2008 ;
Benmahioul et al, 2012a). Selon Nhut et al. (2006), des microtubercules de 3,19 mm de
diamétre, et de 49,82 mg de poids ont pu étre récoltés sur des milieux de culture contenant
0,5 g I CA et 80 g I'* de saccharose avec ou sans agar. Dans une condition similaire,
Bizarri et ses collaborateurs ont rapporté que le milieu contenant 2 g I de CA a produit
des microtubercules plus lourds, 165 mg pour Monalisa et 148 mg pour Spunta (Bizarri et
al, 1995). La variation du poids des microtubercules recommande que les réponses in vitro
de la pomme de terre au saccharose puissent étre dues a la spécificité du cultivar ou a
I'aptitude a ajuster le saccharose. Chez I'igname, Polzin et al. (2014) ont constaté un effet
positif de CA sur la croissance des pousses en milieu semi-solide ou en milieu liquide dans
les bioréacteurs RITA®. Des résultats similaires ont été obtenus lors de la multiplication in
vitro de Prunus cerasifera dans des bioréacteurs RITA® avec I'ajout de 1 mg I'* CA (Nasri
et al, 2019).
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2.3 Analyse de la variance ANOVA des paramétres morphologiques de

microtubercules

Les résultats obtenus sont statistiquement significatifs pour les deux cultivars étudiés
et les différents traitements du milieu de culture (Tableau 13). Tous les parameétres des
microtubercules mesurés ont été significativement influencés par la concentration d’agar-
agar, a lI'exception de I'effet du cultivar sur le diamétre et le poids des microtubercules et de

I'interaction (Agar x cultivars) sur le poids des microtubercules.

En outre, et a I’exception du diamétre, tous les autres parameétres des microtubercules
ont été affectés significativement par la dose du charbon actif (CA). Cependant,
l'interaction entre les deux cultivars et I'ensemble des paramétres des microtubercules n’a
aucun effet significatif. 1l y avait un effet apparent sur la croissance des microtubercules

avec l'ajout de CA sur un milieu semi-solide.
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cultivar sur les caractéristiques morphologiques des microtubercules de la pomme de terre (Désirée

et Spunta).
Vgriables Source ddi Somme des carrés Carré moyen Signification
Dépendantes cv.Dr cv.Sp  cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp

Modéle 1 1 56,162 344577 56,162 344577 318,122  4272,799 0,000 0,000
» Agar 2 2 16,602 10,014 8301 5007 47,020 62,090 0,000 0,000
% Cultivars 1 1 4416 2,703 4416 2703 25015 33,524 0,000 0,000
% Agar x cultivars 2 2 11,506 6673 5753 3337 32588 41,375 0,000 0,000
:% Erreur 174 174 30,718 14,032 0,177 0,081
S Total 179 179 63242 33423
IS Modele 1 1 182,873 792271 182873 792,271 1130,784 9713017 0,000 0,000
S CA 5 5 42675 24439 8535 4,888 52,776 59,923 0,000 0,000
g Cultivars 1 1 0,137 0,013 0,137 0013 0,847 0,163 0,358 0,687
g CAxcultivars 5 5 11,337 6,891 2,267 1,378 14,020 16,896 0,000 0,000
z Erreur 348 348 56,279 28,38 0,162 0,082

Total 359 359 110428 59,729

Modéle 1 1,757 175738 1,757 175738 9,931 3861,182 0,002 0,000
3 Agar 2 2 18,022 4479 9011 2,240 50,934 49,208 0,000 0,000
§ Cultivars 1 0319 0063 0319 0063 1,801 1,395 0,181 0,239
3 Agar x cultivars 2 2 4893 1,000 2446 0500 13,828 10,983 0,000 0,000
*g Erreur 174 174 30,783 7,919 0,177 0,046
j -
S Total 179 179 54015 13,462
E Modéle 1 1 19,387 308,920 19,387 308,920 70,476 5460,290 0,000 0,000
S CA 5 5 3736 0,622 0747 0124 2716 2,199 0,020 0,054
g Cultivars 2341 0507 2341 0507 8509 8,962 0,004 0,003
GE) CAxcultivars 5 5 14869 2,863 2974 0573 10,810 10,119 0,000 0,000
-‘DE Erreur 348 348 95732 19,688 0,275 0,057

Total 359 359 116,678 23,680

Modéle 1 1 298556 71,610 298556 71,610 320404 631,855 0,000 0,000

Agar 2 2 103,143 8,615 51,571 4,307 55345 38,007 0,000 0,000
% Cultivars 1 1 5727 0493 5727 0493 6,146 4,353 0,014 0,038
g Agar x cultivars 2 2 8384 0,08 4192 0043 4,499 0,377 0,012 0,686
= Erreur 174 174 162,136 19,720 0,932 0,113
2
o Total 179 179 279,389 28,913
E Modéle 1 1 497,182 159,081 497,182 159,081 348,326  1414,793 0,000 0,000
g CA 5 5 45550 3,795 9,110 0,759 6,383 6,751 0,000 0,000
S Cultivars 1 1 4695 0454 4695 0454 3,290 4,037 0,071 0,045
% CAxcultivars 5 5 40,770 5260 8154 1052 5713 9,356 0,000 0,000
o- Erreur 348 348 496,717 39,130 1,427 0,112

Total 359 359 587,733 48,639
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2.4 Interaction agar-agar/charbon actif/génotype sur la production de

microtubercules

La gamme de microtubercules les plus lourds (>1 g), a été produite par le cv. Désirée
dans le milieu MS+CA avec une concentration de 2 g I™*puis par le cv. Spunta dans le milieu
contenant 10 g It de CA (Tableau 14). Ces deux doses de charbon actif (2 et 10 g I'!) ont
donné les meilleurs rendements : le plus grand nombre et les plus gros microtubercules. Ces
résultats indiquent que le poids des microtubercules chez la pomme de terre est relativement
dépendant du génotype (Figure 16).

Tableau 14. Optimisation de la microtubérisation de deux cultivars de pomme de terre (Désirée et
Spunta) cultivés sur le milieu nutritif MS additionnés de diverses concentrations d'agar-agar et du

charbon actif (CA).
Facteurs Nombre de Nombre de microtubercules par bocal dans différentes
. classes de poids
- - —— Microtubercules par
Cultivar Traitement [gI™] vitroplant <0,5¢ 05-1¢g >1g
Désiréee  Agar 0 4,43 £ 0,50° 10,00 + 0,002 0,00 £ 0,00¢ 0,00 £ 0,00¢
4 1,70 + 0,75 2,40 + 3,86 4,40 £ 3,10° 3,00 + 3,60«
8 1,37 £ 0,67¢ 6,80 + 3,52° 3,20 + 4,13« 0,00 £ 0,00¢
CA 0 4,47 + 0,518 10,00 £ 0,002 0,00 £ 0,00° 0,00 £ 0,00°
0,5 1,70 £ 0,79™ 3,30 2,87kl 180+ 1,034m 380 + 2,78efniik
1,80 £ 0,71™ 6,00 + 2,71 0,30 £ 0,48 2,70 + 1,25hikIm
2,33 +1,32¢% 3,20 + 1,93%iKIm 1 00 + 0,00™ 5,80 + 1,93¢e
2,73 +1,08« 4,30 + 3,49%fN 340 + 2,06™MK 1 20 + 1,93!mno
10 1,20 + 0,409 3,90 + 3,38%efhik 410 + 2 73%fni 1 30 + 0,48'M°
Spunta  Agar 0 1,93 +1,26° 9,60 + 0,512 0,00 £ 0,00¢ 0,30+ 0,48°
4 1,43 +0,73° 3,60 + 3,50« 2,80 + 2,53¢ 3,00 + 4,83«
8 1,73 £ 0,78 7,30 + 0,48° 1,40 + 0,96% 1,90 + 2,18
CA 0 2,93+ 0,86° 5,30 +2,86%f 230+ 0,48UKm 1 80 + 2,25Kmno
0,5 1,57 +0,509" 5,40 + 2,638 1,90+ 0,871Kme 2 40 + 1,71 Mikimn
1,40 + 0,629 8,50 + 1,35% 1,30 +1,25!m° 0,00 £ 0,00°
2,10 + 0,54¢f 7,00 + 2,70 2,40 + 2,63MKm 0 00 + 0,00°
3,80 +1,30° 5,40 + 3,75¢df 3,00 + 3,56"K™ 0,00 + 0,00°
10 2,37 +1,06% 3,30 + 2,877kl 170 + 0,48Km° 4,60 + 2,509%f"

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas significativement

différentes a 5 % de probabilité.

Les données exposées dans le tableau 14, montrent également que plus de cing

microtubercules par pot de la classe poids <0,5 g ont été produits au méme niveau [1 g I'] de

CA pour les deux cultivars étudiés. Toutefois, les microtubercules les plus gros (>1 g) ont été
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produits sur le milieu MS semi-solide avec un taux statistiquement similaire (3
microtubercules par pot) entre les deux cultivars (Désirée et Spunta). Selon Zakaria et al.
(2014), la classe la plus élevée (>300 mg) et la classe la plus basse (<150 mg) de
microtubercules ont été produites dans un milieu MS contenant 40 meq K, 10 mg I BA et
9% de saccharose. Pour obtenir des microtubercules de plus grande taille, le milieu doit étre
complété par de la cytokinine et une concentration plus élevée de saccharose (Aslam et Igbal,
2010). Ces observations sont en accord avec celles de Dhital et Lim (2012). Ces chercheurs
ont souligné la possibilité de produire des microtubercules de plus grande taille (en moyenne
>700 mg) et en plus grand nombre (en moyenne 1,6 par vitroplant) en utilisant le milieu MS/2
additionné de nutriments supplémentaires. Cependant, Hossain et al. (2017b) ont montré que
la classe de microtubercules de 250-500 mg était la meilleure pour maximiser le rendement en
microtubercules par rapport aux plantules. L'utilisation ultérieure des microtubercules est
avantageuse, car ils sont plus faciles a stocker, a manipuler et ne nécessitent aucun traitement
d'adaptation. lls peuvent également étre des plantules directes sur le terrain (Shin et al, 2018).
D'aprés nos résultats obtenus, le charbon actif peut offrir une opportunité de rechercher le
mécanisme de formation et de développement des microtubercules a I'avenir en utilisant le
contrble génétique par des analyses QTL de la structure tubéreuse.

Lors de la tubérisation in vitro, plusieurs microtubercules étaient sessiles et
positionnés selon trois modes : au niveau de la pointe basale, de la pointe axillaire et de la
pointe apicale (Panteli¢ et al, 2018). Bien que, il y avait multiforme de gonflement au niveau
des pointes subapicales et axillaires par stolon (Sarkar et al, 2010) et aussi avec un trouble
physiologique qui peut provoquer I'apparition d'un microtubercule secondaire au-dessus du
premier, dans ce contexte Seabrook et al. (1993) confirment les résultats correspondants. Dans
nos essais, plusieurs formes de microtubercules ont été observées (Figure 16A, B) : les formes
ovales et rondes étaient les plus fréquentes dans tous les traitements de milieu de culture.
Cette variation phénotypique chez les microtubercules a été déja signalee par plusieurs
chercheurs (Nhut et al, 2006; Hoque, 2010; Kadmaréinen-Karppinen et al, 2010; Rahman et al,
2015) sur les milieux de culture liquides et semi-solides. Selon Borda et al, (2001), la couleur
du périderme des microtubercules difféere entre ceux incubés a la lumiére et ceux produits
dans l'obscurité totale. De méme, dans notre traitement photopériodique adopté, le
verdissement des microtubercules indique que la peau des microtubercules passe du blanc au
vert (Figure 16). Cela s'explique par le phénoméne de la photosynthése, ou la lumiere joue un

role essentiel dans I'expression de la chlorophylle (Wasserman et al, 2015; Li et al, 2020).
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Figure 16. Aspect qualitatif des microtubercules de deux cultivars de pomme de terre (Dr :
Désirée et Sp : Spunta) apres 12 semaines de culture sur le milieu MS contenant différentes
concentrations d’agar-agar (A) et de charbon actif CA (B). (bar=1cm).
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2.5 Analyse de la relation entre les effets de I'agar-agar et du charbon actif (CA) sur
les caractéristiques des microtubercules produits

Les parametres étudiés, ont montré des corrélations négatives modérées entre le
traitement agar-agar et le diamétre/poids des microtubercules (Tableau 15). L’analyse de
ce tableau montre egalement une forte corrélation positive de I’agent solidifiant (agar-agar)
avec le nombre de microtubercules (R=0,5015, valeurs p <0,001). Toutefois, nous avons
mis en évidence une corrélation négative hautement significative entre le traitement CA et
le nombre de microtubercules, tandis qu'avec le diametre des microtubercules, aucune
relation significative n'a été enregistrée. Le poids des microtubercules a corrélé
considérablement par une signification positive (R=0,1450, p-values <0,010) avec le
traitement CA (Tableau 15).

Tableau 15. Corrélations entre les caractéristiques des microtubercules et les effets de I'agar-agar
et de charbon actif (CA).

Coefficient de

Parameétres s P
corrélation
Nombre des microtubercules Agar 0,5015 falald
CA -0,1561 ol
Diameétre des microtubercules Agar -0,1642 *
CA 0,0969 NS
Poids des microtubercules Agar -0,1623 *
CA 0,1450 ol

NS non significatif
Valeurs p significatives pour la corrélation *** p< 0,001, ** p< 0,010, * p< 0,050.

A notre connaissance, cette étude actuelle est considérée comme la premiére
application du charbon actif dans la production de tubercules in vitro de haute qualité chez
deux cultivars de pomme de terre intéressants sur le plan commercial (Désirée et Spunta).
Sachant que Bizarri et al. (1995) ont testé une seule concentration de CA pour l'induction
et le développement de microtubercules et que récemment, Buckseth et al. (2018) ont
évalue l'influence de différents niveaux de CA uniquement sur les parametres de croissance

des vitroplants de pomme de terre.
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3 Effet des phytohormones sur la production de microtubercules
3.1 Effet des cytokinines (TDZ, mT, BAP)

Afin de déterminer la cytokinine la plus efficace pour la production de
microtubercules, des explants issus des deux cultivars testés ont été inoculés dans un milieu
de microtubérisation additionné de Thidiazuron (TDZ), méta-Topoline (mT) et 6-
Benzylaminopurine (BAP).

L’analyse de la figure 17 a montré I’effet de la nature de la cytokinine et sa
concentration sur la microtubérisation. En effet, le TDZ a la dose de 1 mg I* donne une
production de 1,37 et 1,30 microtubercule par vitroplant, respectivement, chez le cv.
Désirée (Dr) et le cv. Spunta (Sp) (Figure 17a). Un rendement de 1,10 et 1,37
microtubercules a été enregistré respectivement chez les vitroplants du cv. Dr et ceux du cv.

Sp cultivés sur les milieux enrichis de 4 mg It de mT, (Figure 17b).

En présence de la BAP, le meilleur nombre de microtubercules obtenu par vitroplant a
été enregistré avec la concentration de 1 mg I pour la variété Spunta et 4 mg I* pour la

variété Désirée (Figure 17c).

En générale, la production de microtubercules dans les milieux de culture contenant le
TDZ, a été jugée supérieure comparativement a celle des autres traitements hormonaux
testés (Figure 20). Par conséquent, le TDZ a la dose de 1 mg It a été retenu comme
cytokinine et dose favorables a la production de microtubercules pour les deux cultivars

étudiés, Désirée et Spunta.

Les différences dans le diamétre des microtubercules sont encore un effet possible des
régulateurs de croissance interagissant avec le génotype (Figure 20). Les phytohormones,
TDZ et mT, n'ont pas eu d'effet significatif sur le cv. Désirée (Figure 18a,b). Pour le cv.
Spunta, le diameétre des microtubercules produits a été significativement plus grand (1,51
cm) en présence du traitement TDZ & 1 mg I par rapport a celui des autres traitements et
concentrations testées de mT et BAP. Le résultat obtenu avec le cv. Désirée, a été presque
identique & celui enregistré chez les vitroplants de Spunta élevés sur le milieu additionné de
BAP a1 et 4 mg I respectivement (Figure 18c). Les rendements moyens enregistrés avec
les cytokinines étaient supérieurs a ceux du témoin, bien que ces différences ne sont pas

significatives chez les deux génotypes testés.
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Figure 17. Effet de la cytokinine et sa concentration sur la production de microtubercules de deux
cultivars de pomme de terre (Dr. Désirée, Sp. Spunta). (a) TDZ, (b) mT, (c) BAP.

Chaque valeur représente la moyenne de 30 réplicats par traitement. Les mesures ont été effectuées apres 12

semaines de culture.
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Figure 18. Effet de la cytokinine et sa concentration sur le diametre des microtubercules de deux
cultivars de pomme de terre (Dr. Désirée, Sp. Spunta). (a) TDZ, (b) mT, (c) BAP.

Chaque valeur représente la moyenne de 30 réplicats par traitement. Les mesures ont été enregistrées apres
12 semaines de culture.

L'effet des cytokinines sur le poids des microtubercules dépend également du
génotype. Dans le cas du cv. Spunta, un poids moyen de 0,42 g a été obtenu avec le
traitement TDZ a la dose de 0,1 mg I (Figure 19a), alors qu’il diminue avec les deux autres
cytokinines pour atteindre 0,20 et 0,11g respectivement avec mT et BAP a 1mg I (Figure
19b,c). Chez le cv. Désiree, le poids moyen des microtubercules lot témoin était de 0,36 g. Il

est a signaler que les fortes doses testées de la BAP semblent étre néfaste (Figure 20).
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Figure 19. Effet de la cytokinine et sa concentration sur le poids des microtubercules de deux
cultivars de pomme de terre (Dr. Désirée, Sp. Spunta). (a) TDZ, (b) mT, (c) BAP.

Chaque valeur représente la moyenne de 30 réplicats par traitement. Les mesures ont été enregistrées aprés
12 semaines de culture.
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Dr_Cg — Sp—C3 =

Figure 20. Aspect qualitatif des microtubercules produits chez deux cultivars de pomme de terre
étudiés en fonction de la nature et la concentration des cytokinines testés apreés 12 semaines de
culture.

(A) Rendement en microtubercules de chaque concentration de TDZ obtenues par bocal, (B) Rendement en
microtubercules de chaque concentration de mT obtenues par bocal, (C) Rendement en microtubercules de
chaque concentration de BAP obtenues par bocal. Dr. Désirée, Sp. Spunta, A; =0,1 mg I}, A, =0,2 mg I}, A;
=04mglt Ay=1mgltBi=05mgltB,=1mglt Bs=2mgl?, Bs=4mgl Ci=1mgl?t C;=2mg
I1, C3=4 mg I, (bar=1cm).

Le développement d'un processus de microtubérisation reproductible et efficace est
indispensable a la production optimale des microtubercules. La réussite du protocole dépend
de plusieurs facteurs, notamment le génotype, le type d'explant, le milieu de culture et les
conditions physiques (photopeériode, qualité et intensité de la lumiére), ainsi que le type et la

concentration des régulateurs de croissance (PGRs) (Mamiya et al, 2020).
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Parmi les différents PGRs, les cytokinines(CK) jouent un réle capital dans
I’organogenése en déclenchant la division et la différenciation cellulaire (Magyar-Tabori et
al, 2010). Le thidiazuron (TDZ) est un derivé de l'urée, depourvu d'un cycle purique, qui
s'est averé plus efficace que les cytokinines de type purique (Lu, 1993). Un effet significatif
du thidiazuron sur 1’organogenese a été rapporté depuis plusieurs années pour de
nombreuses plantes. Guo et al. (2011) ont découvert que le thidiazuron présente a la fois
une forte activité de CK et d'auxine-cytokinine qui induit une morphogenése efficace dans
les cultures in vitro. Le TDZ a une activité intrinseque de type CK qui inhibe l'action des
cytokinines oxydases et il est moins sensible a la dégradation enzymatique par rapport aux
autres CKs aminopurines et augmente ainsi le niveau endogéne de CKs (Dewir et al, 2018).
Par conséquent, il est rapporté qu'il stimule un taux plus élevé de prolifération des

bourgeons de pousses par rapport aux autres CKs a une tres faible concentration.

Dans notre expeérience, nous avons aussi remarqué l'efficacité de TDZ a des faibles
concentrations (0,1 et 0,2 mg I"Y) sur la production des microtubercules de poids plus
prononcé. A la dose de 1 mg I}, le TDZ induit la formation de microtubercules de gros

calibre.

A notre connaissance, nous avons utilisé pour la premiére fois la méta-Topoline (6-(3-
hydroxylbenzylamino) purine) pour la production des microtubercules. Parmi toutes les
concentrations testées, 1 mg I de mT a montré une production de microtubercules de
qualité en termes de calibre et de poids. La mT est un groupe de CKs aromatiques naturelles
et un puissant substitut de la BAP (Aremu et al, 2012; Khanam et al, 2020). Elle se
distingue de la BAP par la présence d'un groupe hydroxyle sur la chaine latérale
aromatique, ce qui permet lI'accumulation des Oglycosides (Lalthafamkimi et al, 2020), qui
peuvent facilement se convertir en bases libres actives et fournir des CKs sur une longue
période dans la prolifération de nombreuses espéces végétales (Erisen et al, 2020;
Vylicilova et al, 2020). Dans la littérature, la mT a été signalée comme étant trés efficace
pour le taux de multiplication par rapport a la BAP (Benmahioul et al, 2012b; Koszeghi et
al, 2014; Kucharska et al, 2020). Elle a été utilisé chez plusieurs plantes pour améliorer la
qualité des pousses, les troubles physiologiques et la stabilité histogénique (Dimitrova et al,
2016; Kucharska et al, 2020). De plus, la mT facilite également un enracinement et une
acclimatation efficaces (Gentile et al, 2014; Khanam et al, 2020; Shekhawat et al, 2021).
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Dans la plupart des études, la 6-benzylaminopurine (BAP) a été jugée la plus
appropriée pour la prolifération de S. tuberosum. Cependant, nous avons observé
précédemment que la BAP entraine une hyperhydratation et Kaur et al. (2021) ont signalé
méme un retard de croissance des pousses. La BAP a été le régulateur de croissance le plus
utilisé pour induire la tubérisation in vitro (Hossain et al, 2015; Naqvi et al, 2019). Nos
résultats obtenus ont montré 1’effet bénéfique de la mT et du TDZ et leur supériorité par
rapport a la BAP.

L'utilisation de la BAP dans le milieu de culture de la production de microtubercules a
diminué le taux de microtubérisation (Naqvi et al, 2019). C’est ce que nous avons constaté
chez les deux cultivars étudiés. En effet, l'augmentation de la concentration de BAP dans le
milieu de culture induit une diminution de la formation des microtubercules, ce qui a

également été souligné par Hossain et al. (2015).
3.2 Effet combiné de TDZ/GA 3

Afin d’optimiser le rendement et la qualité des microtubercules, des segments
uninodaux ont été inoculés sur un milieu de culture de microtubérisation contenant deux
combinaisons de TDZ/GAs (Tableau 16). Le meilleur rendement en microtubercules a été
enregistré avec la combinaison [0,4 mg '] TDZ + [1 mg I"Y] GAs chez le cv. Spunta (Figure
21). Le nombre de microtubercules diminue avec 1’augmentation de la concentration en
TDZ. Cette régression enregistrée est due probablement aux effets néfastes de la cytokinine
utilisée au-dela de sa concentration optimale (Hussain et al, 2018). En ce qui concerne le
calibre des microtubercules, le diamétre le plus élevé a été enregistré chez la variété Désirée
cultivée en présence de la combinaison [0,4 mg I'] TDZ + [1 mg I"Y] GAs. Quant au
meilleur poids enregistré a été observé constant chez la méme variété Désirée et ce, pour les

deux combinaisons testées.

Tableau 16. Effet combiné TDZ/GAS3 sur la production de microtubercules de deux cultivars de
pomme de terre (Dr. Désirée, Sp. Spunta).

[0,2] TDZ + [1] GAs [0,4] TDZ + [1] GAs
Cytokinines (mg I)
cv. Dr Ccv. Sp cv. Dr cv. Sp
Nombre des microtubercules 1,00 £0,00° 1,13 +0,35% 1,00 £0,00° 1,00 + 0,00°
Diamétre des microtubercules (cm) 1,36 £0,62° 0,82 +0,47° 1,56 +0,81* 0,32+0,12¢
Poids des microtubercules (g) 0,14 +0,10* 0,07 £0,09° 0,15+0,10* 0,01 +0,00°

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les lignes ne sont pas
significativement différentes a 5 % de probabilité.
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3.3 Effet combiné de TDZ/AIB

La combinaison hormonale TDZ/AIB a amélioré le rendement et la qualité des
microtubercules, notamment chez le cv. Désirée. Parmi les deux concentrations testées pour
I’induction de la microtubérisation, le milieu de culture contenant 0,4 mg I* TDZ+0,01 mg
I AIB a produit le nombre le plus élevé de microtubercules (1,27+0,78/vitroplant) chez le
génotype Désirée (Tableau 17). Toutefois, en doublant la concentration de TDZ, un retard
de microtubérisation et une production des microtubercules ressemblant a des graines de
nigelle ont été distingués (Figure 21). La fidélité clonale est I'une des exigences
fondamentales de la prolifération de nombreuses especes veégétales qui dépend
principalement du génotype, de la nature de I'explant et des conditions de culture.
Cependant, les altérations des concentrations en auxine-cytokinine, leur rapport, le stress in
vitro di a des conditions non naturelles, la durée de la culture in vitro et les conditions
nutritionnelles pourraient également expliquer I'apparition de variations somaclonales
(Osena et al, 2017).

Tableau 17. Effet combiné TDZ/AIB sur la production de microtubercules de deux cultivars de
pomme de terre (Dr. Désirée, Sp. Spunta).

__ [0,2] TDZ + [0,01] AIB [0,4] TDZ + [0,01] AIB
Cytokinines (mg I)
cv. Dr cv. Sp cv. Dr cv. Sp
Nombre des microtubercules 1,00 +£0,00° 1,00 +0,00° 1,27 +0,78% 1,00 +0,00°
Diamétre des microtubercules (cm) 0,40 £0,21¢ 0,68 + 0,25 0,51+0,21° 0,38+0,12¢
Poids des microtubercules (g) 0,07+£0,11° 0,09+ 0,05° 0,07 +0,06° 0,02 +0,01°

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les lignes ne sont pas
significativement différentes & 5 % de probabilité.
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Figure 21. Aspect qualitatif des microtubercules produits chez deux cultivars de pomme de terre
(Désirée et Spunta) aprés 12 semaines de culture sur des milieux contenant différentes
combinaisons hormonales.

(A) TDZ/GAs (0,2+1 mg I'Y), (B) TDZ/GAs (0,4+1 mg I'1), (C) TDZ/AIB (0,2+0,01 mg I') et (D) TDZ/AIB
(0,4+0,01 mg I'Y) Dr. Désirée, Sp. Spunta, (bar = 1cm).
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Les cytokinines (CKs) sont des régulateurs de croissance qui favorisent le
développement de tubercules de la pomme de terre et le développement de la plante. En
outre, les CKs participent a la défense des plantes contre les facteurs défavorables biotiques
et abiotiques (Brutting et al, 2017). Tout ce qui précéde indique le role important des
cytokinines a la fois dans I’induction de la microtubérisation et dans la morphogenése des
microtubercules de pomme de terre (Arkhipov et al, 2019).

L'application exogene de cytokinines, favorise 1’initiation de la microtubérisation et la
croissance de la pomme de terre. Le TDZ a été utilisé comme CK dans I'étude et son effet
bénéfique a été approuvé par ’amélioration du rendement et la qualité des microtubercules
(Figure 21).

La CK, I'AGs et l'auxine stimulent I'élongation cellulaire pendant la croissance
végétative des organes axiaux et retarde la croissance des tubercules matures (Saidi et
Hajibarat, 2021). Des études expérimentales (Koda et Okazawa, 1983; Saidi et Hajibarat,
2021) ont révélé que l'acide gibbérellique GAs agit comme un inhibiteur de la tubérisation
chez la pomme de terre. L'accumulation de certaines substances est controlée par des
phytohormones. A titre d’exemple, I'AIB et l'auxine renforcent 1'é¢tat de dormance alors que
la CK et I'AGs accélérent la germination. Toutefois, I'AGs inhibe I'accumulation de patatine,
un marqueur des événements biochimiques liés au processus de tubérisation (Saidi et
Hajibarat, 2021).

L'auxine joue un réle essentiel dans la croissance et le développement des plantes en
favorisant la division cellulaire (prolifération), la croissance cellulaire (expansion,
élongation) et la différenciation cellulaire. Parmi les différentes auxines, I'AIB est le plus
efficace pour I'enracinement in vitro (Kaur et al, 2021). 1l est connu que I'auxine déclenche
de nombreux génes et améliore les activités enzymatiques qui modulent plusieurs voies du
métabolisme des glucides, des protéines, de l'azote et des polyphénols qui conduisent
I'induction des racines chez les plantes (Bhardwaj et al, 2018). Dans notre etude, I'AIB (0,01
mg 1Y) en conjonction avec les deux concentrations de TDZ, a donné des microtubercules
variés. La combinaison (0,01 mg It AIB + 0,4 mg I* TDZ) s'est révélée idéale pour la

production de microtubercules de pomme de terre.
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4 Effet de la source carbonée sur le développement des vitroplants et des

microtubercules

4.1 Effet du mannitol

Les explants des deux cultivars étudiés ont survecu sur toutes les concentrations de

mannitol testées, mais ils ont été affectés négativement. Comparativement au témoin, tous

les paramétres d’appréciation (longueur des pousses, longueur de la racine et le nombre de

feuilles) ont réduits en présence du mannitol (Tableau 18).

Tableau 18. Variation de la longueur de la racine, la longueur des pousses et le nombre de feuilles
des vitroplants de deux cultivars de pomme de terre (Désirée et Spunta) aprés 12 semaines de
culture sur différentes concentrations de mannitol

Concentration Longueur de la racine (cm)

Longueur des pousses (cm)

Nombre de feuilles

en Mannitol cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[g1"]
0 4,33+1,39° 5,80+1,852 5,97+1,69° 10,04+3,582 6,10+1,95° 7,90+2,832
30 2,07 +1,13¢ 3,18+1,35°¢ 3,53+1,03¢ 3,00+0,72%9 2 83+0,91f" 3,20+1,75¢f
60 0,90 + 0,68¢ 3,0040,83°¢ 3,62+1,26¢ 1,30+0,77¢ 2,17+0,95¢N 2,37+0,939ni
80 1,83+0,63¢ 1,70+1,05¢ 3,15+1,10% 2 ,04+1,13¢ 2,00+0,83¢ 1,50+0,51e
120 1,09+0,27¢ 0,66%0,29¢ 2,52+1,59¢%f 2,23+0,92¢f 2,57+0,73fdhi 4,40+1,94°
160 0,60+0,42¢ 0,75%0,25¢ 3,26+2,0249 2,15+0,91¢f 3,80+0,76¢% 3,00+1,58f¢

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas

significativement différentes a 5 % de probabilité. Dr. Désirée, Sp. Spunta.

En présence du mannitol, la meilleure production de microtubercules a été enregistrée

avec les doses de 60 et 160 g I"t. Avec la concentration de 80 g I}, le cv. Désirée a produit

plus de microtubercules (2,33 £ 0,96) comparativement aux autres lots expérimentaux. Spunta

a produit significativement des microtubercules de gros calibre par rapport au cv. Désirée et

ce sur toutes les concentrations de mannitol testées. Les poids frais des microtubercules ont

également varié de maniére significative entre les deux génotypes étudiés (Tableau 19). Les

meilleurs résultats ont été obtenus avec les doses de 120 et 160 g I, chez le cv. Désirée et le

cv. Spunta respectivement. Le poids frais de microtubercules le plus élevé (1,18+1,42 g) a eté

enregistré avec le lot ttmoin de la variété Spunta (Tableau 19).
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Tableau 19. Effet de la concentration en mannitol sur la production in vitro de microtubercules de
deux cultivars de pomme de terre, Désirée et Spunta.

Concentration Nombre de microtubercules Diamétre de microtubercules (cm) Poids de microtubercules (g)

en Mannitol cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[g1"]

0 1,70+0,75P 1,43+0,73¢ 1,64+0,43¢2 1,36+0,78° 0,87+0,62° 1,18+1,42¢8
30 1,00+0,00¢ 1,40+0,50¢ 0,04+0,00° 0,32+0,41¢ 0,40+0,00% 0,14+0,14¢
60 1,40+0,50¢ 2,00%0,00°¢ 0,32+0,41° 0,90+0,16¢ 0,14+0,14° 0,11+0,04°
80 2,330,962 1,20+0,41¢% 0,48+0,35¢ 0,90+0,32¢ 0,19+0,16¢% 0,14+0,11¢
120 1,00+0,00¢ 1,00+0,00¢ 0,340,008 0,50+0,008 0,90+0,00° 0,01+0,008
160 2,00£0,00° 1,77+0,43b¢ 0,42+0,27¢ 1,38+0,60° 0,05+0,03¢ 0,63+0,15°

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes a 5 % de probabilité. Dr. Désirée, Sp. Spunta.

4.2 Effet du sorbitol

Les traitements avec le sorbitol n‘ont produit aucune mortalité et aucune anomalie pour les
deux génotypes étudiés (Tableau 20). Les meilleurs résultats ont été enregistrés avec les doses de
0 et 30 g I'Y. Au-dela de cette concentration de 30 g I, tous les variables étudiés de la tubérisation

(la longueur de la racine, la longueur des pousses et le nombre de feuilles) ont diminués.

Tableau 20. Variation de la longueur de la racine, la longueur des pousses et le nombre de feuilles
des vitroplants de deux cultivars de pomme de terre (Désirée et Spunta) aprés 12 semaines de
culture sur différentes concentrations en sorbitol.

Concentration Longueur de la racine (cm) Longueur des pousses (cm) Nombre de feuilles
en Sorbitol cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[917]

0 4,33+1,39° 5,80+1,85? 5,97+1,69%  10,04+358*  6,10+1,95¢  7,90+2,83°
30 5,26+2,762 3,68+2,58b 5,67+1,54%  10,77+7,87%  3,70+2,05¢ 9,93+6,80?
60 1,70+1,26¢ 0,850,424 4,29+2,97°% 0,93+0,76°  3,40+1,52%  2,30+1,51°f
80 1,98+1,08¢ 1,85+1,00°  4,85+1,40%  4,85+1,30°%  2,17+0,91¢"  2,10+0,88°f
120 2,21+1,05% 0,71+0,47¢ 3,38+1,60° 1,38+1,17° 2,33+1,52¢F  1,77+0,68f
160 0,68+0,48¢ 2,87+2,05° 1,36+1,18° 6,67+5,37¢ 1,77+0,68"  2,83+0,70%f

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes a 5 % de probabilité. Dr. Désirée, Sp. Spunta.

Le milieu de culture additionné de 30 g I de sorbitol affiche le meilleur développement
de microtubercules (2,07 £ 1,01) chez Spunta. Toutefois, aucune différence significative n’a été
enregistrée entre les deux cultivars étudiés pour le nombre de microtubercules. Pour les autres
variables de la tubérisation (diamétre et poids de microtubercules), le milieu de culture témoin

(sans sorbitol) donne les meilleurs résultats (Tableau 21).
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Tableau 21. Effet de la concentration en sorbitol sur la production in vitro de microtubercules de
deux cultivars de pomme de terre, Désirée et Spunta.

Concentration Nombre de microtubercules Diamétre de microtubercules (cm) Poids de microtubercules (g)

en Sorbitol cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[917]
0 1,70£0,75  1,43+0,73"  1,6420,43 1,36£0,78"  0,87+0,62°  1,18+1,42°
30 1,27+0,45% 2,071,012 0,32+0,119 0,27+0,179 0,02+0,02¢ 0,04+0,03¢
60 1,00+0,00°¢ 1,27+0,45% 0,06+0,04° 0,84+0,68¢ 0,25+0,05% 0,45+0,41¢
80 1,33+0,48¢ 1,50+0,51" 0,38+0,13¢ 0,63+0,55° 0,11+0,20¢ 0,21+0,16%
120 1,50+0,78 1,00+0,00°¢ 0,70+0,08% 0,330,229 0,60+0,28° 0,05+0,03¢
160 1,00+0,00°¢ 1,67+0,48° 0,330,229 0,450,231 0,05+0,03¢ 0,18+0,17¢

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes a 5 % de probabilité. Dr. Désirée, Sp. Spunta.

La présence de sucre dans le milieu de culture est obligatoire. Les hydrates de carbone
constituent des sources d'énergie tres importantes pour les explants qui ne sont pas autotrophes
in vitro, surtout au stade de l'initiation (Cheong et Chanhoon, 2015). Les besoins en hydrates de
carbone peuvent varier considérablement entre les especes et les explants, en fonction de leur
capacité a absorber et a métaboliser les molécules de la source de carbone spécifique (Mezzetti
etal, 1991).

En raison de son absorption efficace a travers la membrane plasmique, le saccharose est
considéré comme le meilleur hydrate de carbone pour la propagation in vitro de la plupart des
plantes (Aragdo et al, 2016). Le saccharose s'est avéré étre I'nydrate de carbone le plus puissant
pour développer les pousses, tandis que le fructose était beaucoup moins efficace pour
I'induction et la croissance des pousses, comparé au saccharose ou au glucose (Stojicic et al,
2022).

Le sorbitol sert de photosynthese primaire et de substance de translocation et de stockage
dans les plantes (Singh et al, 2015). Lemos et Baker (1998) ont montré que le sorbitol induit
I'initiation de pousses et la formation de cals sur des explants internodaux, mais pas le
mannitol. Ces auteurs ont suggéré que les rdles du sorbitol peuvent aller au-dela de ceux d'une
source de C ou d'un agent osmotique d'une source de C ou d'un régulateur osmotique. Il a été
suggéré que le sorbitol pourra modifier les processus moléculaires et physiologiques par
I'intermédiaire de signalisation chimique, plutdét que par son rdle de source de C ou de
régulateur osmotique (Feng et al, 2011).

Dans notre expérimentation, la substitution du saccharose par le mannitol ou le sorbitol a
induit une réduction de la croissance chez les deux cultivars de la pomme de terre. La réduction

est encore plus grande avec les différents niveaux de ces deux sources de carbone testées.
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5 Effet des stress abiotiques sur la tolérance de la pomme de terre
5.1 Effet de la contrainte saline
5.1.1 Effet de NaCl sur le développement des vitroplants

Une différence morphologique et une détérioration relative ont été observées en
présence de toutes les concentrations de sel appliquées (Figure 22). Les vitroplants des deux
génotypes étudiés ont été significativement affectées par le sel. La présence de NaCl dans le
milieu de culture entraine, aprés 90 jours de culture, une diminution significative de la
longueur des pousses et des racines ainsi que la production de feuilles par vitroplant
(Tableau 22). Cette réduction varie avec la concentration du sel dans le milieu de culture. A
la fin de I’essai, la longueur moyenne des pousses la plus élevée (10,04 + 3,58 cm) a été
enregistrée avec le lot témoin du cv. Spunta alors que la plus faible (1,25 + 0,69 cm) a été

obtenue avec la méme variété cultivée en présence de la dose de 10 g I,

Chez les deux génotypes étudiés, la longueur des racines a été affectée négativement
par le sel. La longueur de racines la plus étendue (5,8 cm) a été mesurée chez Spunta (lot

témoin) alors qu’au-dela de 5 g I'* de NaCl aucune racine ne s’est formée.

La diminution de la croissance de l’appareil végétatif est accompagnée d’une
réduction de I’organogenése foliaire. En effet, le nombre moyen de feuilles par vitroplant
varie entre 7,9 et 6,1 pour les témoins respectivement de Spunta et Désirée et environ 2,5

feuilles par vitroplant cultivé en présence de la concentration la plus élevée (Tableau 22).

Tableau 22. Effet de la concentration en NaCl sur la croissance des vitroplants de deux cultivars
de pomme de terre, Désirée et Spunta

Concentration Longueur de la racine (cm)  Longueur des pousses (cm)  Nombre de feuilles

en NaCl cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[9 1]
0 4,33+1,39P 5,80+1,85% 5,97+1,69° 10,04+3,58%  6,10+1,95° 7,90+2,83?
5 1,33+1,18¢ 1,26+0,69¢ 3,30+1,29% 2,07+1,05¢ 3,67+0,48° 1,00+0,83¢
10 0,07+0,17¢ 0,00+0,00¢ 3,05+1,20% 1,25+0,69" 1,00+0,83¢  2,60+1,13°
15 0,68+0,38° 0,00+0,00° 3,78+1,84¢ 1,3740,75 2,50+0,51° 2,40+1,30e
20 1,00+0,44% 0,00+0,00¢ 2,87+0,86% 1,35+0,82f 2,50+0,51°  2,77+1,87°

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes & 5 % de probabilité.

175



Chapitre I11. Résultats et discussion

5.1.2 Effet de NaCl sur la microtubérisation

A D’exception des deux doses salines (10 et 15 g 1Y) qui affichent des rendements
élevés de microtubercules chez le cv. Désirée, les autres concentrations de NaCl affectent

négativement la tubérisation in vitro de la pomme de terre (Tableau 23).

L'initiation de la microtubérisation a été retardée jusqu'a 2-3 semaines en présence des
concentrations salines plus élevées. Le milieu MS contenant diverses concentrations de
NaCl a provoqué la formation de microtubercules en haltére de faible taille et poids chez les

deux cultivars testés (Figure 22).

Les concentrations les plus élevées en NaCl ont inhibé la formation de
microtubercules et la croissance des stolons chez Spunta. Cependant, les microtubercules

les plus petites ont été observés chez le cv. Désirée sur le milieu contenant 15 g It de NaCl.

Tableau 23. Effet de la concentration en NaCl sur la microtubérisation de deux cultivars de pomme
de terre, Désirée et Spunta.

Concentration Nombre de microtubercules Diameétre de microtubercules (cm) Poids de microtubercules (g)

en NaCl cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[91"]
0 1,70+0.752 1,43+0,73¢ 1,64+0,43% 1,36+0,78° 0,87+0,62° 1,18+1,42%
5 1,23+0,43¢ 1,00+0,004 0,45+0,14° 0,50+0,30° 0,04+0,04¢ 0,19+0,22¢
10 2,00+0,83P 1,000,004 0,87+0,27¢ 0,87+0,27¢ 0,32+0,32° 0,32+0,32°
15 2,00+0,00° 0,00+0,00¢ 0,26+0,20° 0,00+0,00¢ 0,67 +£0,33° 0,00+0,00¢
20 0,00+0,00¢ 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00° 0,00+0,00¢ 0,00+0,00¢

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes & 5 % de probabilité.
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Figure 22. Aspects morphologiques des vitroplants de Solanum tuberosum L. soumis au stress
salin. (Dr. Désirée, Sp. Spunta).

Nos données sont cohérentes avec les études rapportant que l'augmentation des
concentrations de sel affecte négativement la longueur des plants et le développement de la
pomme de terre (Zaman et al, 2015). Zhang et Donnelly (1997) ont également constaté une
faible croissance et un faible développement de la pomme de terre a 75 mM NaCl. De
méme, Rahman et al. (2008) ont signalé une diminution de la longueur des pousses a 75 et
100 mM de NaCl. Aghaei et al, (2009) ont rapporté que la pomme de terre est modérément
tolérante au stress salin et que toutes les variétés testées présentent une croissance
globalement retardée et un faible nombre de feuilles. Chez les explants soumis au stress
salin, la formation de folioles a été retardée de 2 & 3 semaines a des concentrations de sel
plus élevées. En général, le nombre de folioles de toutes les variétés ont été réprimés a des
niveaux éelevés de NaCl. La réduction de la taille et le nombre de folioles sous la contrainte
saline est probablement due a la pression osmotique élevée au cours de la multiplication.

Amerian et Esna-Ashari (2011) ont signalé une nette diminution de la production de
microtubercules avec l'augmentation de la concentration en sel pour toutes les variétés
testées. L'effet de NaCl sur la fréquence de microtubérisation, le nombre et la masse des
microtubercules obtenus dépendent du génotype. La tubérisation in vitro de Désirée est
meilleure et tolérante comparativement a Spunta. Désirée a eu la meilleure capacité de
microtubérisation par rapport a Spunta dans le contrle et en présence de toutes les

concentrations salines testées.
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Le sel diminue la microtubérisation par la réduction de l'assimilation de I'eau et du
COo, le déséquilibre osmotique et les défauts nutritionnels des plantes (Chinnusamy et Zhu,
2003). Le stress osmotique réduit également le pouvoir de rendement de I'eau et la salinité a
des effets suppressifs sur la croissance, le développement et la microtubérisation de la

pomme de terre dans des conditions in vitro (Ahmed et al, 2020).

5.2 Effet du stress hydrique
5.2.1 Effet de la concentration en PEG 6000 sur la croissance des vitroplants

Le déeficit hydrique ralentit la croissance in vitro des plantes de la pomme de terre.
Il a affecté la croissance et le développement des deux cultivars étudieés.

L’analyse du tableau 24 montre un effet trés marqué du stress hydrique sur la
croissance des vitroplants de pomme de terre. En effet, la réduction des différents
parametres de croissance étudiés par rapport au témoin, est importante pour la longueur des
pousses, le nombre de feuilles et la longueur racinaire.

Tableau 24. Effet de la concentration en PEG 6000 sur la croissance des vitroplants de deux
cultivars de pomme de terre, Désirée et Spunta.

Concentration  Longueur de la racine (cm) Longueur des pousses (cm) Nombre de feuilles

en PEG6000 cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[g 1]
0 433+139° 580+185 507+168° 1004+358°  6,10+1,95° 7,90 2,83°
5 2,25 + 0,96¢ 2,70+ 1,119 3,83+1,77° 1,65+ 0,78¢ 2,07+0,78¢f 6,80 + 6,412
10 1,53 +0,74¢ 1,00 + 0,547 2 98 + 1,870k 2,75 + 1,36%f 1,50+0,50" 3,97 £ 4,95¢
15 0.87 £ 0,679 1,43 + 1,09¢f 2,81+ 2,39¢%f 2,76 + 1,60%f 1,73+0,82f 3,50+ 0,50¢¢
20 0,57 £ 0,37" 1,35+0,90"8 1,90+ 1,0750 2,33 £0,89%f 2 27+0 94%f 2 54+ 1 2gcdef
25 0.92+1,19%" 0,86+0,34% 2,00 + 1,34¢f0 2,01 + 0,94¢f0 2,00+0,83F 2,63+ 1,86¢def
30 3,25 £ 0,25°¢ 0,50 + 0,00" 3,16 + 1,33 1,91 + 0,64 3,00+0,83¢df 370+ 1,70

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la méme lettre dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes a 5 % de probabilité.

5.2.2 Effet de la concentration en PEG 6000 sur la production de microtubercules

La tubérisation in vitro chez les deux cultivars de pomme de terre étudiés a été
affectée par la concentration de PEG-6000 (Figure 23). Le potentiel hydrique des milieux
testés a influencé significativement les différents parametres de la microtubérisation. A
’exception de la concentration de 10 g I (paramétre : nombre de microtubercules ; cv.

Désiree), les meilleurs résultats ont été enregistrés avec les lots témoins (Tableau 25).
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Tableau 25. Effet de la concentration en PEG 6000 sur la microtubérisation de deux cultivars de
pomme de terre, Désirée et Spunta.

Concentration Nombre de microtubercules

Diamétre de microtubercules (cm)

Poids de microtubercules (g)

en PEG6000 cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
[917]
0 1,70+ 0,75  1,43+0,72b 1,64+0,422 1,35+0,78" 0,86+0,62° 1,17 £ 1,428
5 1,40+0,49% 1,00+0,00¢ 0,33+0,09¢¢® 0,42+0,04% 0,02+0,00¢ 0,02+0,00¢
10 1,80+1,12¢8 1,00+0,00¢ 0,39 +0,14¢% 0,38+0,10¢de 0,03+ 0,02¢ 0,02+0,00¢
15 1,23+0,43% 0,23+0,43f 0,31+0,095%¢ 0,20+0,00¢ 0,02+0,01¢ 0,00+0,00¢
20 1,5+ 0,50 1,00+0,00¢ 0,40+0,069¢c 0,37+0,04¢de 0,04+ 0,02¢ 0,01+ 0,00¢
25 0,00+0,00f 1,00+0,00¢ 0,00+0,00¢ 0,28+0,11% 0,00+ 0,00¢ 0,01+ 0,01¢
30 1,67+0,47%¢ 1,00+0,00¢ 0,32+0,21% 1,34+0,91° 0,04+0,02¢ 0,41 +0,39°

Les moyennes qui ont été séparées par le test DMRT avec la lettre type dans les colonnes ne sont pas
significativement différentes a 5 % de probabilité.

Sp
Figure 23. Aspects morphologiques des vitroplants de Solanum tuberosum L. soumis au stress
salin. (Dr. Désirée, Sp. Spunta).

Chez S. tuberosum cultivé in vitro, le déficit hydrique provoqué par PEG 6000 a
induit une réduction du taux de photosynthese. Cette réponse pourra étre causée par une
diffusion limitee du CO2 des espaces intercellulaires vers le chloroplaste, ce qui pourra
limiter la fixation du CO (Chaves et al, 2009). La restriction d'eau aboutit souvent a la
fermeture des stomates, un mécanisme efficace contre la perte d'eau. Cet effet a déja été
observé chez les plantes de S. tuberosum soumises a un stress hydrique en conditions in
vitro (Sprenger et al, 2016). Li et al. (2017) ont observé une diminution du taux de
photosynthése chez des plantules de pomme de terre sous un déficit hydrique sévére. Ces

mémes chercheurs ont suggéré que cette réduction photosynthétique est due a la limitation
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stomatique et aux dommages causés au photosystéeme Il et aux enzymes antioxydantes.
Ghotbi-Ravandi et al. (2014) ont signalé une réduction a la fois du taux d'assimilation du
CO: et de la conductance stomatique des génotypes d'orge soumis & un stress hydrique
sévere. Demirel et al. (2020) ont trouvé que la teneur en eau relative des feuilles est
affectée par le stress hydrique, alors que pour certains cultivars, I'accumulation de proline
est similaire ou plus élevée sous le déficit hydrique que de la chaleur.

6 Essais de conservation des microtubercules

6.1 Effet de la durée de stockage sur la germination des microtubercules

Afin d'étudier l'incidence de la durée de conservation des microtubercules sur la
germination ultérieure, nous avons utilisé 5 lots de microtubercules conservés a 1’obscurité
pendant 30, 60, 90 et 120 jours a 4°C. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 26. Effet de la durée de conservation a 4 °C sur le taux de germination de microtubercules
de deux cultivars de Solanum tuberosum L., Désirée et Spunta.

Durée de stockage (jours)

Cultivar 30 60 90 120
Désirée 16,7 36,7 46,7 76.7
Spunta 233 30 56.7 90

L’analyse du tableau 26, montre qu’environ 30 et 36,7% de microtubercules germés
ont été observés respectivement, chez Spunta et Désirée aprés 8 semaines de culture. Les

taux finaux de germination contenus dans le tableau 26 sont obtenus aprés la 16°™ semaine.

I1 semble donc que le stockage a induit une période de dormance qu’a ét¢ maximale entre 6
et 8 semaines. Apres quatre mois de stockage, un effet significatif de la variété de pomme
de terre sur la dormance en termes de nombre de germes a été constaté. Le cv. Désirée a
donné le développement de germes le plus éleve (environ 5 germes), alors que la
germination de microtubercules de Spunta a produit 3 germes (Figure 24A). 1l est a signaler
gu'aucune différence significative n'a été observée pour la longueur de germe des deux
variétés étudiées (Figure 24B). Les germes ont atteint une longueur maximale de 1,5 cm

chez les deux cultivars Spunta et Désireée.
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Figure 24. Influence de la durée de stockage sur la germination de microtubercules de deux
cultivars de pomme de terre, Désirée (Dr) et Spunta (Sp). (A) Nombre de germes par
microtubercule, (B) Longueur moyenne de germe.

La qualité de semences de la pomme de terre dépend de la teneur en amidon, qui est
liée a la vigueur de la germination (Park et al, 2009). Les microtubercules les plus gros ont
germé significativement plus tot comparativement aux autres microtubercules. Pareil pour
la longueur de germe, la plus élevée a été enregistrée chez les gros microtubercules. La
fermeté de semences dépend de la teneur en matiere séche immédiatement apres la récolte,
qui peut étre étroitement liée a sa vigueur de germination (Farré et al, 2001). La différence
enregistrée entre les deux variétés étudiées de point de vue dormance, est un phénomene
bien caractérisé dans la littérature. Magdalena et Dariusz (2018) ont rapporté que la durée
de dormance dépend principalement de la variété et est modulée par d'autres paramétres,

tels que la température de stockage et les conditions environnementales controlées.
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6.2 Effet du poids des microtubercules sur la germination

Parmi les trois classes de microtubercules testés, la classe a poids moyen (0,5-1 g) a
montré le pourcentage de germination le plus élevé (65%) (Figure 25) suivi par la classe (>1
g) puis celle caractérisée par un poids <0,5 g. Le pourcentage moyen de germination pour la
variété Spunta était de 40; 76,7 et 43,3 respectivement pour les trois classes (<0,5 g; 0,5-1 ¢
et >1 g) aprés 120 jours de conservation a 4°C alors que pour la variété Désirée, il était
respectivement de 13,3 ; 53,3 et 66,7% apres traitement (Tableau 27).

Tableau 27. Effet du poids des microtubercules conservés a 4°C sur la germination de deux
cultivars de pomme de terre (Désirée : Dr et Spunta : Sp).

Classes de microtubercules

<05¢g 0,5-1g >1g
cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp cv.Dr cv.Sp
Nombre de microtubercules 30 30 30 30 30 30
Germination (%) 13,3 40 53,3 76,7 66,7 43,3
Moyennes 26,65 65 55

Figure 25. Germination in vitro de microtubercules & poids moyen (0,5-1 g) conservés a 4 °C.

Dans les conditions in vivo, le calibre et le poids sont les indices les plus importants
pour estimer la qualité des pommes de terre de semence. Les microtubercules, les plus gros
ont une meilleure qualité en tant que semence en termes de maintien de leur poids frais, de
leur fermete et également en termes de pourriture pendant le stockage. Park et al. (2009) ont

indiqué que pour se comporter de maniére adéquate dans des conditions rigoureuses, le
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microtubercule doit avoir un poids minimum de 0,5 g. C’est ce que nous avons constaté
aussi. Ce poids est suffisant pour effectuer la maturité physiologique et la germination. La
classe de microtubercules a poids moyen (0,5-1 g) est jugée idéale pour étre utilisée comme
semences.

La pomme de terre joue un rdle essentiel dans le systéme alimentaire mondial,
notamment dans la sécurité alimentaire et nutritionnelle, la réduction de la pauvreté, la
conservation de l'environnement et le développement durable. Il est donc important de
stocker les microtubercules récoltés en temps voulu avec des produits anti-germination
appropriés. Plusieurs rapports font état d'inhibiteurs de germination dérivés de composés
naturels et synthétiques tels que I'éthyléne et le 1-MCP (1-méthylcyclopropéne), ainsi que
de techniques telles que l'irradiation aux ultraviolets C et la fumigation a I'aide d'huiles

essentielles de plantes (Foukaraki et al, 2016).
6.3 Influence de la déshydratation des microtubercules sur la qualité physiologique

La teneur en eau de la variété est un facteur majeur pour la conservation des
microtubercules. La variété Désirée a donné le pourcentage le plus faible de
microtubercules frais. La teneur en eau des microtubercules des deux cultivars testés varie
de 11,1 a 18,5 % aprés 30 min de déshydratation et de 12,9 a 18,6 % aprées 1 h de
déshydratation (Tableau 28). La teneur en eau de Spunta est significativement plus élevée
que celle de Désirée a 2 h. En général, les microtubercules de la variété Désirée étaient de

taille et de forme uniformes alors que ceux de Spunta étaient irréguliers.

Tableau 28. Influence de la durée de déshydratation sur la teneur en eau des microtubercules de
deux variétés de pomme de terre, Désirée et Spunta.

Cultivars Durée de déshydratation Teneur en eau
(min) (%)

Désirée 0 16,2
30 18,5
60 12,9
90 15,9
120 22,4

Spunta 0 22,9
30 11,1
60 18,6
90 15,7
120 25,3
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Contrairement a d'autres plantes qui peuvent étre déshydratées pour étre stockées, les
tubercules de pomme de terre ont un métabolisme actif, de sorte que des changements
physiologiques se produisent pendant le stockage. Cela affecte la qualité des
microtubercules de pomme de terre. Les techniques actuelles de génie génétique ont permis
de maintenir la période de dormance. A I'avenir, en utilisant certains génes, il pourra étre

possible de dicter plusieurs stades de croissance et de développement des microtubercules.

La détermination de la période de dormance des variétés peut fournir une option
alternative pour la conservation a court et moyen terme. Alexopoulos et al. (2008) ont
montré que la germination est accompagnée de nombreux changements physiologiques, y
compris des augmentations de la teneur en sucre réducteur, de la respiration, de la perte
d'eau et de la teneur en alcaloides de glycol. Les mémes auteurs ont également mentionné
que I’AG3 augmentait le taux de perte de poids du tubercule par rapport au contréle. De
méme, Ahimed et al. (2022) ont constaté que les tubercules de pomme de terre traités avec
GAs et GA3+BAP avaient un effet significatif sur la perte de leur poids tout au long de la

période de stockage.
6.4 Effet de la cryoconservation sur la survie et la germination des microtubercules

Dans ces essais, des microtubercules d’environ 5 mm de diametre ont été¢ déshydratés
sur du gel de silice stérile pendant 0 ; 30 ; 60 ; 90 et 120 min (Figure 26A), et ce afin de
déterminer la teneur en eau la plus efficace a la conservation de ce matériel végétal dans
’azote liquide (LN) a -196°C. L'utilisation de microtubercules fournit une nouvelle source
d'explants pour la cryoconservation de la pomme de terre.

Tous les traitements testés de la déshydratation ont donné 100 % de microtubercules
verts et en survie (Tableau 29). Le pourcentage de microtubercules devenus verts aprés la
déshydratation sur le gel de silice et la cryoconservation dans le LN a varié de maniére non
significative selon les traitements. Les microtubercules de Désirée déshydratés pendant 90
min ont affiché le taux de germination le plus élevé par rapport aux autres durees de
déshydratation testées.

Les microtubercules déshydratés pendant 90 min et cryoconservés a 1’azote liquide
ont pu germer apres leur culture sur le milieu nutritif de MS (Figure 26D). Toutefois,
aucune germination n’a été observée pour les microtubercules issus des autres traitements.
Egalement, la variété Spunta n’a affiché aucune germination de ses microtubercules

Cryoconserves.
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Toutes les pousses obtenues apres cryoconservation semblent saines et normales, sans

différence évidente entre les microtubercules cryoconservés et les témoins.

Tableau 29. Taux de survie et de germination des microtubercules de deux variétés de pomme de
terre (Désirée et Spunta) aprés traitements de déshydratation et de cryoconservation.

Survie (%) Germination (%o)
Cultivars Durée (min) Déshydratation Deshyd_[atatlon Déshydratation Deshyd:atatlon
cryoconservation cryoconservation
Désirée 0 100 95 10 0
30 100 95 0 0
60 100 100 70 0
90 100 100 95 10
120 100 100 0 0
Spunta 0 90 90 0 0
30 100 100 10 0
60 100 100 10 0
90 100 100 10 0
120 100 100 0 0

Plusieurs pays dans le monde dépendent des tubercules de pomme de terre pour
leur alimentation et leurs revenus. Par conséquent, les efforts continus en vue de
I'amélioration de la pomme de terre sont importants en termes de production végétale et de
conservation du germoplasme. Les microtubercules cryoconservés de pomme de terre sont
un matériel végétal idéal pour la conservation a long terme de I’espéce. Les techniques de
culture in vitro ont rendu possible la production de microtubercules de pomme de terre.
Nos résultats ont montré une variation dans la production de microtubercules chez les deux

cultivars étudiés.

Les microtubercules sont induits a partir de pousses in vitro et sont utilisés pour
’assainissement, la propagation et la conservation du germoplasme de la pomme de terre
(Ranalli, 2007). Park et al. (2009) ont rapporté que la dessiccation des microtubercules
constitue un obstacle majeur au stockage de la pomme de terre. Le pourcentage de
microtubercules déshydratés le plus élevé a été obtenu avec les microtubercules de petite

taille.
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La cryoconservation des apex de pousses de pomme de terre a été largement
étudiée depuis la fin des années 1970 (Kaczmarczyk et al, 2011). Récemment, Uchendu et
al. (2016) ont rapporté la réussite de la cryoconservation de microtubercules a partir de
segments nodaux de S. tuberosum tout en éliminant I'étape d'excision des apex de pousses.
A notre connaissance, il s'agit du deuxiéme rapport sur la cryoconservation de
microtubercules de pomme de terre. La cryoconservation des microtubercules est
importante pour la préservation a long terme du matériel végétal contre la perte de toute
information génétique inhérente. Il est également important que les microtubercules soient
stockés dans des conditions stériles et controlées, puis de relancer la germination et la

production quand cela est nécessaire.

Figure 26. Cryoconservation des microtubercules de pomme de terre (Solanum tuberosum L.).

(A) Déshydratation des microtubercules sur gel de silice, (B) Microtubercules placés dans les cryotubes et
immergés dans 1’azote liquide (LN), (C) Microtubercule cryoconservé aprés 3 jours de culture, (D) croissance

des vitroplants témoins apres 4 semaines de culture .
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Conclusion générale et perspectives

1 Conclusion générale

La production de plants de pommes de terre nécessite une bonne maitrise
technique. Il s’agit de produire végétativement des tubercules contenant un minimum
d’infections phytopathogenes. Le probléme réside dans la propension naturelle des
tubercules a transmettre aux générations suivantes ces infections d’origines

microbiologiques.

Dans le but de contrecarrer la dégénérescence, les méthodes actuellement utilisées
consistent en |’obtention de tubercules de semence de haute qualité sanitaire. Le
développement de nouvelles technigques de production de plants, notamment les cultures in
vitro de la pomme de terre, a permis une nette amélioration de la qualité des productions.
Les produits de ces cultures in vitro (vitroplants, microtubercules) sont couramment

associés aux programmes de production de plants de pommes de terre.

L’induction de la microtubérisation de deux variétés de Solanum tuberosum a été
réalisée sur différents milieux MS. L’effet de certains facteurs physiques et chimiques, a
été mis en évidence a travers 1’évaluation de quelques caractéres morphologiques (nombre
de feuilles et des entre-nceuds, longueur de pousses et de racines, biomasses fraiches de
I’appareil végétatif aérien et racinaire), et de caracteres relatifs aux microtubercules

produits (nombre, poids et diametre de microtubercules).

Il ressort de cette étude que, la culture en milieu semi-solide a eu une influence
significative sur la croissance de microtubercules de pomme de terre, notamment sur les
deux parametres d’appréciation, la taille et le poids. Chez la variété Spunta, ce milieu a
permis la production de microtubercules de qualité (1,4 cm de diametre et 1,2 g de poids).
En revanche, le milieu liquide a augmenté le nombre de microtubercules, mais leur taille et

leur poids sont restés faibles.

Nos résultats ont montré également I’effet bénéfique du charbon actif (CA) sur la
croissance des microtubercules des deux variétés étudiees. Les concentrations de 2 et 10 g
I* entrainent une augmentation de la taille et du poids des microtubercules produits ot
nous avons enregistré respectivement, 1,04 cm et 1,06 g pour le cultivar Désirée et 1,16 cm

et 0,94 g pour Spunta. Le systtme de culture que nous avons proposé, a savoir
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I'incorporation de charbon actif aux milieux de culture, peut étre adopté pour améliorer la

production de microtubercules de haute qualite.

La tubérisation in vitro est un phénomeéne complexe. Certains facteurs nutritionnels,
comme les régulateurs de croissance exogeénes et la source carbonée, sont déterminants
dans le processus de microtubérisation. Dans nos essais, les milieux nutritifs additionnés de
thidiazuron (TDZ) a la dose de 1 mg I ont été jugés plus favorables a la tubérisation in
vitro comparativement aux autres traitements hormonaux testés, y compris la méta-
Topoline (MT), utilisée pour la premiére fois chez la pomme de terre. L’utilisation de cette
cytokinine aromatique n’a pas amélioré les résultats bien que son efficacité a déja été

signalée chez de nombreuses autres plantes (Benmahioul et al, 2012b).

Nos résultats obtenus ont montré également que la substitution du saccharose par le
mannitol ou le sorbitol n’a pas amélioré les rendements. Bien au contraire, a certaines
doses, nous avons noté un effet négatif de ces sucres sur le diamétre et le poids des

microtubercules produits.

Les stress abiotiques appliqués (salin et hydrique) ont induits des effets négatifs sur
I’induction in vitro et la croissance de microtubercules de pomme de terre. En effet, la
réduction des différents parameétres de croissance étudiés par rapport au témoin, est
importante pour la longueur des pousses, le nombre de feuilles et la longueur racinaire. La
variété Désirée est jugée plus tolérante au sel par rapport a Spunta en termes de capacité de
microtubérisation et de caractéristiques morphologiques. Toutefois, la capacité de
tubérisation in vitro de Spunta est remarquable dans les conditions de stress hydrique
comparativement a la variété Désirée qui est modérément tolérante. Une étude plus
approfondie de la diversité génétique dans la réponse au stress peut également contribuer a
I'amélioration de nouvelles variétés tolérantes et a une meilleure compréhension des

mécanismes de régulation des signaux de tolérance au stress chez la pomme de terre.

Les microtubercules les plus gros ont une meilleure qualité en tant que semences en
termes de maintien de leur poids frais pendant le stockage. Nos études ont montré que pour
se comporter de maniére adéquate dans des conditions rigoureuses, le microtubercule doit
avoir un poids minimum de 0,5 g, poids suffisant pour effectuer la maturité physiologique
et la germination. Cependant, les microtubercules de pomme de terre peuvent étre utilisés

si la perte d'eau n'est pas grave et s'ils conservent leur capacité de germination.
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Nos essais de cryoconservation ont abouti & des résultats encourageants. Les
microtubercules de la variété Désirée déshydratés pendant 90 min sur silica gel ont affiché
le taux de germination le plus élevé aprés conservation a I’azote liquide a -196°C. Ce
procédé de conservation a basse température minimise d’une part les difficultés liées a la
manipulation continue de grandes quantités de microtubercules par d’autres approches et
améliore d’autre part, la gestion des collections de pommes de terre. La cryoconservation
augmente la possibilité d'obtention de microtubercules indemnes de maladies, ce qui
améliore I'échange international de semences et encourage le développement des

techniques de production innovantes et économes pour la filiere pomme de terre.

2 Perspectives

La qualité nutritionnelle de ses tubercules et la capacité de pousser sur de grandes
étendues du territoire national, font de la pomme de terre une plante nourriciere de grande
importance qui mérite toute 1’attention des chercheurs et des décideurs. Les travaux de
recherche entrepris en Algérie doivent se poursuivre et s’intensifier a plusieurs niveaux :
sur la production de semences in vitro et in vivo, sur la caractérisation des variétes

existantes, sur la recherche de variétés précoces et résistantes.

Concernant les processus de propagation et de microtubérisation, les parametres
comme les facteurs ambiants (la température et la lumiere) et certaines substances
stimulatrices, telles que le paclobutrazol et I’ancymidol peuvent étre pris en compte dans
les futures recherches. Egalement, la combinaison de la culture in vitro et la technique
hydroponique peut améliorer la garantie de la production de semences de haute qualité
sanitaire. Des études comparatives des semences produites in vitro et in vivo peuvent se
faire pour estimer la vitesse de croissance, le rendement et la résistance aux agents
pathogenes. Ces études devront également analyser le comportement de différentes
variétés de pomme de terre en prenant en compte les différents types de sol et les zones

climatiques.

Ces propositions constituent de simples suggestions. Elles méritent toutefois d’étre
étudiées et approfondies afin de développer et améliorer la filiere pomme de terre en

Algérie.
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Annexe 1

Tableau 1. Détermination des groupes homogenes sur I’influencede différentes
concentrations de TDZ en fonction du nombre de microtubercules (Test de Dancun)

[TDZ]mg.I*  Variétés Nombre de Groupe
microtubercules homogéne
0 Dr 1,00 c
Sp 1,47 a
0,1 Dr 1,17 abc
Sp 1,17 abc
0,2 Dr 1,07 bc
Sp 1,13 bc
0,4 Dr 1,27 abc
Sp 1,20 abc
1 Dr 1,37 ab
Sp 1,30 abc

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.

Tableau 2. Détermination des groupes homogénes sur I’influencede différentes
concentrations de TDZ en fonction du diamétre de microtubercules (Test de Dancun)

[TDZ] mg.lt Variétes _ Dlametrede - Groupe
microtubercules homogéne
0 Dr 0,57 e
Sp 0,71 cde
0,1 Dr 0,61 de
Sp 1,08 bc
0,2 Dr 0,63 de
Sp 1,38 ab
0,4 Dr 0,61 de
Sp 1,03 bcd
1 Dr 0,78 cde
Sp 1,51 a

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.

Tableau 3. Détermination des groupes homogénes sur I’influencede différentes
concentrations de TDZ en fonction du poids de microtubercules (Test de Dancun)

[TDZ] mg.l*  Variétes _ Foldsde Groupe
microtubercules homogéne

0 Dr 0,36 ab
Sp 0,08 e

0,1 Dr 0,17 cde
Sp 0,42 a

0,2 Dr 0,25 bcd

Sp 0,32 abc

0,4 Dr 0,20 cde

Sp 0,20 cde

1 Dr 0,14 de

Sp 0,20 cde

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.
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Tableau 4. Détermination des groupes homogenes sur 1’influencede différentes
concentrations de mT en fonction du nombre de microtubercules (Test de Dancun)

[MT]mg.I*  Variétés Nombre de Groupe
microtubercules homogéne

0 Dr 1,00 c
Sp 1,47 a

0,5 Dr 1,03 bc
Sp 1,07 bc

1 Dr 1,03 bc
Sp 1,27 ab

2 Dr 1,00 c
Sp 1,07 bc

4 Dr 1,10 bc
Sp 1,37 a

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.

Tableau 5. Détermination des groupes homogénes sur I’influencede différentes
concentrations de mT en fonction du diametre de microtubercules (Test de Dancun)

[MT]mg.I*  Variétés Diametre de Groupe
microtubercules homogéne
0 Dr 0,57 cd
Sp 0,71 bc
0,5 Dr 0,51 d
Sp 0,65 bed
1 Dr 0,65 bcd
Sp 0,74 b
2 Dr 0,57 cd
Sp 0,63 bcd
4 Dr 0,33 a
Sp 0,58 cd

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.

Tableau 6. Détermination des groupes homogénes sur I’influence de différentes
concentrations de mT en fonction du poids de microtubercules (Test de Dancun)

4 s Poids de Groupe
[mT]mg.| Varietes microtubercules homogéne

0 Dr 0,36 a
Sp 0,08 b

0,5 Dr 0,11 bc
Sp 0,18 bc

1 Dr 0,21 C
Sp 0,20 C

2 Dr 0,13 bc
Sp 0,11 bc

4 Dr 0,10 bc
Sp 0,15 bc

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.
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Tableau 7. Détermination des groupes homogenes sur 1’influencede différentes
concentrations de BAP en fonction du nombre de microtubercules (Test de Dancun)

[BAPImg.I*  Variétés _Nombre de Groupe
microtubercules homogéne
0 Dr 1,00 b
Sp 1,47 a
1 Dr 1,13 bc
Sp 1,37 ac
2 Dr 1,20 bc
Sp 1,30 ac
4 Dr 1,30 ac
Sp 1,00 b

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.

Tableau 8. Détermination des groupes homogenes sur ’influencede différentes
concentrations de BAP en fonction du diametre de microtubercules (Test de Dancun)

Diamétre de Groupe

. o
[BAPImg.I"  Varietés oot bercules homogéne

0 Dr 0,57 b
Sp 0,71 o
1 Dr 0,79 c
Sp 0,52 bd
2 Dr 0,42 d
Sp 0,46 d
4 Dr 0,31 a
Sp 0,73 C

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.

Tableau 9. Détermination des groupes homogénes sur I’influencede différentes
concentrations de BAP en fonction du poids de microtubercules (Test de Dancun)

] . Poids de Groupe
[BAPImg.*  Variétés microtubercules homoggne
0 Dr 0,36 a

Sp 0,08 c
1 Dr 0,19 b
Sp 0,11 C
2 Dr 0,08 C
Sp 0,05 c
4 Dr 0,05 c
Sp 0,05 C

Dr : Désirée ; Sp : Spunta.
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Annexe 2

Tableau 1. Analyse de la variance de 1’effet de TDZ sur les caractéristiques morphologiques
de deux variétes de la pomme de terre (Désirée et Spunta).

Somme ddl Carré

Source d ] F Signification
€es carres moyen
LR 2500,704? 10 250,070 172,075 0,000
MFR 9,645" 10 0,964 22,835 0,000
° LT 4893,464¢ 10 489,346 59,257 0,000
ZS NF 6450,867¢ 10 645,087 64,350 0,000
S MFT 18,899¢ 10 1,890 24,067 0,000
NT 447,097 10 44,710 165,506 0,000
DT 270,090¢ 10 27,009 45,429 0,000
PT 19,035" 10 1,903 24,141 0,000
LR 470,094 4 117,524 80,869 0,000
MFR 1,949 4 0,487 11,535 0,000
LT 561,737 4 140,434 17,006 0,000
N NF 417,313 4 104,328 10,407 0,000
= MFT 2,056 4 0,514 6,546 0,000
NT 1,828 4 0,457 1,692 0,152
DT 8,806 4 2,201 3,703 0,006
PT 0,674 4 0,168 2,136 0,076
LR 100,804 1 100,804 69,364 0,000
MFR 0,290 1 0,290 6,870 0,009
2 LT 13,739 1 13,739 1,664 0,198
k5 NF 717,653 1 717,653 71,589 0,000
s MFT 0,106 1 0,106 1,350 0,246
> NT 0,475 1 0,475 1,759 0,186
DT 18,895 1 18,895 31,782 0,000
PT 0,030 1 0,030 0,385 0,536
LR 59,303 4 14,826 10,202 0,000
g MFR 1,119 4 0,280 6,621 0,000
:‘g LT 225,775 4 56,444 6,835 0,000
g NF 563,780 4 140,945 14,060 0,000
X MFT 1,433 4 0,358 4,561 0,001
N NT 2,996 4 0,749 2,772 0,027
= DT 3,886 4 0,972 1,634 0,166
PT 2,225 4 0,556 7,053 0,000
LR 2922,150 300
MFR 21,894 300
LT 7288,300 300
I NF 9358,000 300
2 MFT 41,672 300
NT 525,438 300
DT 442,504 300
PT 41,901 300

LR : Longueur des racines, MFR : Matiére fraiche des racines, LT : longueur de la tige, NF : nombre de feuilles,
MFT : Matiére fraiche des tiges, NT : Nombre de microtubercules, DT : Diamétre des microtubercules, PT :
Poids des microtubercules.
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Tableau 2. Analyse de la variance de 1’effet de mT sur les caractéristiques morphologiques de
deux variétés de la pomme de terre (Désirée et Spunta).

Somme Carré

Source d , ddl F Signification
€es carres moyen

LR 1785,2402 10 178,524 388,443 0,000
MFR 276,640° 10 27,664 124,323 0,000
LT 3635,439° 10 363,544 69,332 0,000
% NF 10993,933¢ 10 1099,393 81,456 0,000
3 MFT 46,786° 10 4,679 11,539 0,000
= NT 397,333 10 39,733 203,341 0,000
DT 109,409¢ 10 10,941 135,939 0,000
PT 9,722" 10 0,972 28,662 0,000
LR 172,285 4 43,071 93,717 0,000
MFR 54,852 4 13,713 61,627 0,000
LT 348,463 4 87,116 16,614 0,000
- NF 1638,353 4 409,588 30,347 0,000
£ MFT 5,551 4 1,388 3,423 0,009
NT 2,220 4 0,555 2,840 0,025
DT 1,971 4 0,493 6,123 0,000
PT 0,517 4 0,129 3,813 0,005
LR 0,263 1 0,263 0,573 0,450
MFR 2,976 1 2,976 13,374 0,000
" LT 111,264 1 111,264 21,220 0,000
£ NF 144,213 1 144,213 10,685 0,001
= MFT 0,192 1 0,192 0,474 0,492
> NT 3,413 1 3,413 17,468 0,000
DT 1,401 1 1,401 17,405 0,000
PT 0,095 1 0,095 2,803 0,095
LR 2,192 4 0,548 1,192 0,314
" MFR 2,911 4 0,728 3,270 0,012
s LT 363,571 4 90,893 17,334 0,000
= NF 549,553 4 137,388 10,179 0,000
> MFT 2,213 4 0,553 1,365 0,246
EONT 1,820 4 0,455 2,329 0,056
S DT 0,305 4 0,076 0,947 0,437
PT 1,211 4 0,303 8,924 0,000

LR 1918,521 300

MFR 341,170 300

LT 5156,050 300

IS NF 14908,000 300

e MFT 164,367 300

NT 454,000 300

DT 132,749 300

PT 19,560 300

LR : Longueur des racines, MFR : Matiére fraiche des racines, LT : longueur de la tige, NF : nombre de feuilles,
MFT : Matiére fraiche des tiges, NT : Nombre de microtubercules, DT : Diamétre des microtubercules, PT :
Poids des microtubercules.
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Tableau 3. Analyse de la variance de 1’effet de BAP sur les caractéristiques morphologiques
de deux variétes de la pomme de terre (Désirée et Spunta).

Somme Carré

Source d . ddl F Signification
€S carres moyen

LR 1066,695° 8 133337 235411 0,000
MFR 65,275" 8 8159 881,313 0,000
LT 2342,022° 8 292,753 109,630 0,000
3 NF 4420,000¢ 8 552,500 145,00 0,000
8  MFT 5,788° 8 0,723 32,982 0,000
= NT 363,700 8 45,463 205,600 0,000
DT 82,269 8 10,284 226,542 0,000
PT 5,900" 8 0,738 58,230 0,000
LR 67,342 3 22,447 39,632 0,000
MFR 15,092 3 5031 543,371 0,000
LT 33,470 3 11,157 4,178 0,007
o NF 248,767 3 82,922 21,762 0,000
S MFT 0,252 3 0,084 3,833 0,010
NT 0,413 3 0,138 0,622 0,602
DT 1,897 3 0,632 13,934 0,000
PT 1,096 3 0,365 28,837 0,000
LR 0,888 1 0,888 1,568 0,212
MFR 4,496 1 4,496 485,662 0,000
L, LT 201,117 1 201,117 75,314 0,000
2 NF 322,017 1 322,017 84,511 0,000
T MFT 0,230 1 0,230 10,486 0,001
> NT 0,938 1 0,938 4,240 0,041
DT 0,400 1 0,400 8,815 0,003
PT 0,592 1 0,592 46,722 0,000
LR 40,065 3 13,355 23,578 0,000
g  MFR 14,098 3 4699 507,599 0,000
3 LT 103,509 3 34,503 12,921 0,000
& NF 353,150 3 117,717 30,894 0,000
> MFT 0,429 3 0,143 6,521 0,000
g NT 4,646 3 1,549 7,003 0,000
o DT 3,583 3 1,194 26,309 0,000
PT 0,723 3 0,241 19,040 0,000

LR 1198,100 240

MFR 67,423 240

LT 2961,550 240

= NF 5304,000 240

S MFT 10,877 240

NT 415,000 240

DT 92,800 240

PT 8,839 240

LR : Longueur des racines, MFR : Matiere fraiche des racines, LT : longueur de la tige, NF : nombre de feuilles,
MFT : Matiére fraiche des tiges, NT : Nombre de microtubercules, DT : Diamétre des microtubercules, PT :
Poids des microtubercules.
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Tableau 1. Matrice des corrélations entre les différents paramétres de croissance et de la microtubérisation sous 1’effet de 1’agar-agar.

Agar-agar  Variétés LR LT NF MFR MFT NT DT PT

Agar-agar 1 0,000 -0,331* -0,057 -0,125* 0,101 0,061 0,502* -0,164* -0,162*
Variétés 0,000 1 0,071 0,369* 0,070 -0,023 -0,187* -0,301* 0,065 0,144*
LR -0,331* 0,071 1 0,353* 0,326* 0,219* 0,252* -0,256* 0,294* 0,286*
LT -0,057 0,369* 0,353* 1 0,421* 0,360* 0,274* -0,197* 0,307* 0,343*
NF -0,125* 0,070 0,326* 0,421* 1 0,156* 0,171* -0,127* 0,121* 0,248*
MFR 0,101 -0,023 0,219* 0,360* 0,156* 1 0,640* -0,195* 0,398* 0,256*
MFT 0,061 -0,187* 0,252* 0,274* 0,171* 0,640* 1 -0,209* 0,525* 0,333*
NT 0,502* -0,301* -0,256* -0,197* -0,127* -0,195* -0,209* 1 -0,324* -0,211*
DT -0,164* 0,065 0,294* 0,307* 0,121* 0,398* 0,525* -0,324* 1 0,549*
PT -0,162* 0,144* 0,286* 0,343* 0,248* 0,256* 0,333* -0,211* 0,549* 1

* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Tableau 2. Matrice des corrélations entre les différents paramétres de croissance et de la microtubérisation sous 1’effet du charbon actif (CA).

CA Variétés LR LT NF MFR MFT NT DT PT

CA 1 0,000 -0,357* -0,328* 0,035 -0,021 0,133* -0,156* 0,097 0,145*
Variétés 0,000 1 -0,328* -0,368* -0,351* -0,067 0,199* -0,004 0,152* -0,102
LR -0,357* -0,328* 1 0,244* 0,068 0,058 0,010 -0,043 0,036 0,219*
LT -0,328* -0,368* 0,244* 1 0,380* -0,043 -0,259* 0,183* -0,120* 0,005
NF 0,035 -0,351* 0,068 0,380* 1 -0,004 -0,128* 0,015 -0,123* -0,002
MFR -0,021 -0,067 0,058 -0,043 -0,004 1 -0,021 -0,062 0,039 -0,024
MFT 0,133* 0,199* 0,010 -0,259* -0,128* -0,021 1 -0,197* 0,137* 0,114
NT -0,156* -0,004 -0,043 0,183* 0,015 -0,062 -0,197* 1 -0,005 -0,122*
DT 0,097 0,152* 0,036 -0,120* -0,123* 0,039 0,137* -0,005 1 0,333*
PT 0,145* -0,102 0,219* 0,005 -0,002 -0,024 0,114 -0,122* 0,333* 1

* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Tableau 3. Matrice des corrélations entre les différents paramétres de croissance et de la microtubérisation sous 1’influence de TDZ.
TDZ Variétés LR MFR LT NF MFT NT DT PT

TDZ 1 0,000 -0,228* 0,245* -0,135* -0,179* -0,148* 0,098 -0,045 -0,125*
Variétés 0,000 1 0,310 -0,136* 0,066 0,395* 0,063 0,075 0,304* 0,034
LR -0,228* 0,310* 1 -0,096 0,046 0,367* 0,031 -0,041 0,146* 0,130*
MFR 0,245* -0,136* -0,096 1 0,006 -0,096 -0,028 0,260* -0,041 0,099
LT -0,135* 0,066 0,046 0,006 1 0,270* 0,016 -0,011 0,007 0,019
NF -0,179* 0,395* 0,367* -0,096 0,270* 1 0,075 0,003 0,127* 0,059
MFT -0,148* 0,063 0,031 -0,028 0,016 0,075 1 -0,023 0,208* 0,496*
NT 0,098 0,075 -0,041 0,260* -0,011 0,003 -0,023 1 0,134* -0,058
DT -0,045 0,304* 0,146* -0,041 0,007 0,127* 0,208* 0,134* 1 0,215*
PT -0,125* 0,034 0,130* 0,099 0,019 0,059 0,496* -0,058 0,215* 1

* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Tableau 4. Matrice des corrélations entre les différents paramétres de croissance et de la microtubérisation sous 1’influence de la mT.

mT Variétés LR MFR LT NF MFT NT DT PT

mT 1 0,000 0,089 -0,061 0,265* -0,018 -0,128* 0,138* -0,060 0,044
Variétés 0,000 1 0,029 -0,154* 0,218* 0,152* -0,039 0,231* 0,228* -0,090
LR 0,089 0,029 1 0,295 0,154* 0,414* 0,103 -0,056 -0,009 -0,052
MFR -0,061 -0,154* 0,295* 1 0,135* 0,235* 0,083 0,041 -0,054 -0,021
LT 0,265* 0,218* 0,154* 0,135* 1 0,334* 0,003 0,032 -0,008 -0,027
NF -0,018 0,152* 0,414* 0,235* 0,334* 1 0,115 -0,060 0,024 -0,054
MFT -0,128* -0,039 0,103 0,083 0,003 0,115 1 -0,062 0,090 0,106
NT 0,138* 0,231* -0,056 0,041 0,032 -0,060 -0,062 1 0,119 -0,034
DT -0,060 0,228* -0,009 -0,054 -0,008 0,024 0,090 0,119 1 0,409*
PT 0,044 -0,090 -0,052 -0,021 -0,027 -0,054 0,106 -0,034 0,409* 1

* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).
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Tableau 5. Matrice des corrélations entre les différents parameétres de croissance et de la microtubérisation sous I’influence de la BAP.
BAP Variétés LR MFR LT NF MFT NT DT PT
BAP 1 0,000 -0,215* -0,298* 0,177* -0,270* -0,156* -0,034 0,017 0,148*
Variétés 0,000 1 -0,061 -0,354* 0,458* 0,422* -0,196* 0,128* 0,156* -0,333*
LR -0,215* -0,061 1 0,473* -0,102 0,085 -0,030 -0,102 0,294* 0,096
MFR -0,298* -0,354* 0,473* 1 -0,232* -0,239* -0,001 -0,047 0,341* 0,190*
LT 0,177* 0,458* -0,102 -0,232* 1 0,253* -0,168* 0,100 0,007 -0,106
NF -0,270* 0,422* 0,085 -0,239* 0,253* 1 -0,004 -0,072 0,010 -0,232*
MFT -0,156* -0,196* -0,030 -0,001 -0,168* -0,004 1 0,101 0,062 0,088
NT -0,034 0,128 -0,102 -0,047 0,100 -0,072 0,101 1 -0,052 -0,128*
DT 0,017 0,156* 0,294* 0,341* 0,007 0,010 0,062 -0,052 1 0,434*
PT 0,148* -0,333* 0,096 0,190* -0,106 -0,232* 0,088 -0,128* 0,434* 1

* La corrélation est significative au niveau 0.05 (bilatéral).



Publication



