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Résumé

L’objectif principal de cette mémoire est de d’étudier la réponse des différents explants de
pomme de terre Spunta et Kondor a la callogenése et I’embryogenése somatique en présence
des combinaisons avec NAA/BAP et 2,4-D/BAP. Nous avons opté dés le départ pour les
bourgeons et les entrenceuds comme explants.La couleur et la texture des cals varient selon la
nature des régulateurs de croissance et la présence ou I’absence de lumiére. Avec la
combinaison NAA/BAP la variété Spunta développe la meilleur callogénése dans tous les
milieux par rapport a la variété Kondor en fonction de la concentration des hormones, il existe
une gamme de variations de jours nécessaires pour cals initiation, le pourcentage des explants
qui ont développé des cals, la texture, la couleur et le degré de sa formation. Pour la
combinaison 2,4-D/BAP les résultats indiquent qu’apreés trois semaine de culture, que les cals
sont d'apparence humide, molle et friable de couleurs vert et vert blanchatre et blanc avec la
combinaison NAA/BAP, et de couleur de couleur vert, vert-clair et brun pour les deux explant
avec tous les milieux avec la combinaison 2,4-D/BAP .La croissance des cals varie selon les
conditions de culture a savoir la lumicre et la température, les cals incubé a 1’obscurité
donnent des couleurs brun et une structure friable a compacte, tandis que les cals incubé a la
lumiere présentent des couleurs variable (vert, vert-clair ,blanc et brun) qui sont due a I’action
de la lumiere sur les pigments photosynthétiques. Le taux de callogenése et le poids frais des
cals sont corrélation positivement avec la concentration des de 1’auxine. L'étude histologique
de cal obtenu a partir d'explants internodale apres 3 et 60 jours montre que la division
cellulaire est produite dans I'épiderme seulement apres trois jours de culture puis s étendue a
la premiere couche du cortex. Pendant I’embryogenese somatique les cals des différents
explants développent avec tous les milieux (1-2) bourgeons et des racines denses. Dépassant
trois mois d’incubation les cals sont plus volumineux et commencent & brunir et perd la
couleur verte apres dégradation de la chlorophylle. Une observation surprenante dans notre
étude qui est la formation de microtubercules a partir des cals des germes de tubercules sur
milieu M1 et M2 aprés 37 a 60 jours d’incubation.Cette recherche a permis de mettre en
évidence les conditions nécessaires a la callogenése et I’embryogenése somatique. En fin il
est recommandé d’essayer d’induire I’embryogenése somatique en appliquant un stress
(osmotique, avec des ions, ABA..), avec I’ajout de source de nitrogeénes organique et minérale
pour une période dépassant trois mois.

Mots clés : NAA/BAP, embryons somatiques, 2,4-D/BAP, Callus, Solanum tuberosum L.



Abstract

The main objective of this investigation is to study the response of different potato explants
Spunta and Kondor to callogenesis and somatic embryogenesis in the presence of
combinations with NAA / BAP and 2,4-D / BAP. We opted from the start for the buds and
internodes as explants. The color and texture of the calli vary according to the nature of the
growth regulators and the presence or absence of light. With the NAA / BAP combination the
Spunta variety develops the best callogenesis in all environments compared to the Kondor
variety depending on the concentration of hormones, there is a range of variations of days
required for callus initiation, the percentage of explants that have developed calluses, texture,
color and degree of its formation. For the combination 2,4-D / BAP the results indicate that
after three weeks of culture, the calli are moist, soft and friable in green and whitish-green and
white with the NAA / BAP combination, and green, light green and brown color for both
explant with all media with of 2,4-D / BAP combination. Callus growth varies according to
culture conditions like light and temperature, callus incubated in the dark give brown colors
and a friable to compact structure, while the calluses incubated in light show varying colors
(green, light green, white and brown) that are due to the action of light on the photosynthetic
pigments. The rate of callogenesis and fresh weight of calli are positively correlated with the
concentration of auxin. The histological study of callus obtained from internodal explants
after 3 and 60 days shows that cell division is produced in the epidermis only after three days
of culture and then spread to the first layer of the cortex. During somatic embryogenesis the
calluses of different explants develop with all media (1-2) buds and dense roots. Exceeding
three months of incubation the calli are larger and begin to brown and lose the green color
after degradation of chlorophyll. A surprising observation in our study which is the formation
of microtubers from the callus of tubercle germs on M1 and M2 medium after 37 to 60 days
of incubation. This research has made it possible to highlight the conditions necessary for
callogenesis and somatic embryogenesis. In the end it is recommended to try to induce
somatic embryogenesis by applying stress (osmotic, with ions, ABA ...), with the addition of
organic and mineral nitrogen source for a period exceeding three months.

Key words : NAA/BAP,somatic embryos, 2,4-D/BAP,Callus, Solanum tuberosum L.
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Introduction




Introduction générale

La pomme de terre (Solanum tuberosum L) est une plante vivriere qui présente une
grande importance économique dans le monde, en Algérie la production de pomme de terre a
augmenté considérablement de 1207690 tonne en 2000 a 4673516 tonne en 2014 (FAO,
2016), en 2016 est arrivé a combler les besoins des citoyen et ouvrir la porte vers le marché

extérieur.

L’ Algérie reste dépendante de I’importation en matiére de semence de pomme de terre,
le ministére de 1’agriculture vise progressivement réduire, chaque année, de 30 pour cent, ces
importations, & partir de la saison agricole 2016-2017. L’objectif est de mettre fin a ces
importations de semences de pomme de terre, a 1’horizon 2019 par D’application des
techniques de culture in vitro dans I’obtention des semences de base. La micropropagation a
en outre apporté plus de souplesse et de rapidité dans les processus de production de plants
(Ebad et al..,2015). Les produits de la micropropagation que sont les vitroplants,
vitrotubercules ou minitubercules sont donc aujourd’hui souvent associés aux programmes de
production de plants de pommes de terre, et sont destinés plus particulierement a la
production des premieres générations de plants de pré-base (Jean-Louis et al, 2002).

L’application des biotechnologies pour l’amélioration de cette plante a permis
I’obtention de variétés résistantes aux maladies virales avec un rendement important par
I’introduction de géne par hybridation somatique (Kwang-Soo et Tae-Ho, 2014). Les
techniques de culture in vitro a savoir la callogenése est appliquée pour la pomme de terre
comme phase transitoire avant le passage a l’embryogenese somatique, la fusion de

protoplastes ou la production de métabolites secondaires.

Le succes dans la régénération des plantes in vitro a été réalisé a partir d'explants de
différents organes et tissus de la pomme de terre comme les feuilles, la tige ( Haque et al.,
1996), disques de tubercules (Mozafri et al., 1997); (Esna -Ashari& Villiers, 1998) et
d'embryons zygotiques immatures (Pretova et Dedicova, 1992). La formation de cals dépend
de la source dexplants, la composition nutritionnelle des milieux et les facteurs

environnementaux (Arora et Chawla, 2005).

La découverte révolutionnaire du siécle est que les cals peuvent étre générés
artificiellement in vitro et que I'équilibre entre deux hormones végétales, auxine et cytokinine,

détermine I'état de la différenciation et la dédifférenciation (Skoog et Miller, 1957).



Le 2,4-D est auxine largement utilisé¢ pour I’induction de la callogenése pour différents
espéces ( Kumar et al, 2014 ) seul ou en combinaison avec le (BAP, la Kinétine ,TDZ ou
BA)( (Jayanthi et al., 2011). L'équilibre entre I'application d'auxine et de cytokinine est

nécessaire pour la formation de cals ( Rout, 2004).

L’embryogenéese somatique été obtenu pour la pomme de terre par différents sources
d’explants, a partir de feuilles ( Chandra et al., 1983), disque de microtubercules (Bragdo.Aas,
1977 ), morceau de tiges issus de vitroplants (Garica et Martinez, 1995), embryon zygotiques
(Pretova et Dedicova, 1990).

La culture des cals peut étre utilisée aussi pour étudier la physiologie du stress et
I'amélioration génétique de pommes de terre au niveau cellulaire et aussi pour sélectionner les
mutants in vitro. Cela permettrait de sélectionner de nouveaux cultivars de pommes de terre
avec une meilleure tolérance au stress dans un programme de sélection (Ahmet et al., 2015).
Théoriquement, il a été postulé que des quantités égales d'auxine et de cytokinine favorise
I'induction du cal; cependant, en pratique, cela difféere dans une large mesure, en raison des

variations des niveaux endogénes des phytohormones dans les plantes individuelles.

La microtuberisation de pomme de terre est un processus de développement trés
complexe régi par les régulateurs de croissance des plantes (Nistor et al., 2012), le travail de
(Aryakia et Hamidoghli, 2010) montre que le BAP est meilleur pour la microtuberisation par

rapport aux autres hormones par ce qu’il augmente le poids et le volume des microtubercules.

Les cals sont tres diversifiées et peuvent étre classés en sous-groupes en fonction de
leurs caractéristiques macroscopiques et selon les organes qu'ils genéerent. Il y ales cals sans
régénération organique apparente sont généralement appelé cals friable ou compact. D'autres
cals qui affichent certains degrés de régénération organique sont appelés racinaires, et les cals

embryonnaire (Frank et al., 2000).

Le succes des essais de callogenese et d’embryogenése somatique dépend de la
maitrise des conditions d’incubations du milieu de culture et les combinaisons hormonales
appropriés. La présente étude visait a déceler les meilleurs conditions de réussite de la
production de semence artificiel de pomme de terre, en étudiant ’effet du génotype de la
lumiére et du type d’explant sur la callogenése et I’embryogenése pour cela nous avons
¢tablie des combinaisons appropriées pour promouvoir I’induction de cals a partir des
explants de germes et de tiges de deux cultivars de pommes de terre Spunta et Kondor en

présence des équilibres hormonales différents: BAP / 2,4-D a la lumiére et a 1’obscurité,



NAA/BAP a la lumiére et a ’obscurité et BAP seul a la lumiére. La these est axée sur trois

chapitres : La synthése bibliographique, matériel et méthodes et résultats et discussion

Le chapitre résultat et discussion de cette these est structurée en trois parties, la
premiére partie intitulé induction de la callogenése avec les hormones NAA et BAP contient
trois essais, La deuxieme partie intitulé induction de la callogenése avec les hormones 2,4-D
et BAP. La troisieme partie intitul¢ Influence hormonale sur 1’induction d’embryon
somatique, en présence de rapports auxine /cytokinine (2,4-D/BAP) et (NAA/BAP) différents

a la lumiére.
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I. Revue bibliographique

I.1.Histoire de la pomme de terre

Selon Roussselle et al. (1996), les espagnols, aprés la découverte du nouveau monde,
dans les caraibes et en Amérique centrale. A partir des bases établies dans cette zone, ils
entreprirent leurs expéditions en Amérique du sud, vers 1530, il est probable que, lors de ces
explorations, les conquistadores espagnols découvraient la pomme de terre, depuis I’Espagne
cette planté est diffusé dans les jardins européens, et ce n’est qu’entre 1564 et 1573 que la
culture de la pomme de terre a commencé réellement ,ensuite il est ramenée en France puis en

Algérie pendant la période coloniale.
I.2.Description générale

La pomme de terre est une plante herbacée vivace qui se propage par multiplication
vegétative et qui est cultivé comme especes annuelles, Les tiges peuvent étre presque glabres
a densément pubescentes et étre vertes, violettes ou marbrées de vert et de violet. Les feuilles
sont composées-pennées et comportent une seule foliole terminale et trois ou quatre paires de
grandes folioles latérales ovées séparées par des folioles plus petites. Les inflorescences
terminales, qui se trouvent généralement dans la moitié distale de la plante, sont des cymes.
Chaque inflorescence est habituellement peut comporter jusqu'a 25 fleurs (souvent male

stériles). La corolle est blanche, rose, lilas, bleue, violette ou violet-rouge (Figure 01).

Le fruit est une baie sphérique a ovoide Il est vert ou teinté de vert et présente des
taches ou des bandes blanches ou violettes a maturité Le fruit peut étre dépourvu de graines
ou en contenir jusqu'a plusieurs centaines. Le tubercule pousse a 1’extrémité de stolons
souterrains et ils ont la structure d’une tige ; La chair des tubercules varie de blanche a jaune
ou bleue, et la peau varie de blanche a jaune, havane, rouge ou bleue. A la surface du
tubercule se trouvent des bourgeons axillaires comportant des cicatrices de feuilles en écaille;

ces bourgeons sont les « yeux » du tubercule (Gallais et Bannerot, 1992).



Figure 01 : L’appareil végétatif de la pomme de terre(http://popups.ulg.ac.be/1780-
4507/index.php?id=2448)

1.3. Rendement et principales wilayas productrices de la pomme de terre en Algérie

La superficie occupée par les cultures maraicheres varie chaque année entre 380.000
et 400.000 ha, dont 100.000 & 130.000 ha emblavés en pommes de terre, soit 26% de la
superficie maraichere totale (Tableau 02, Figure 02) (Omari, 2009).

I1 est a relever aussi que I’on assiste, depuis quelques années, a I’augmentation de cette
culture par I’occupation de nouvelles zones ou elle était pratiquement inconnue : cas de
Sedrata, de Djelfa, du Sud et d’Ain-Defla. Donc, les zones de production sont réparties selon
quatre zones géographiques : Littoral, sublittoral, atlas tellien et hautes plaines.

e Primeur : Boumerdes, Tipaza, Skikda, Alger, Mostaganem, Tlemcen.

e Saison : Ain-defla, Mascara, Mila, Souk ahras, Boumerdes, Mostaganem,
Sétif, Tiziouzou, Tiaret, M’sila, Tlemcen, Batna, Chlef, Bouira, El-oued.

e Arriére saison : Ain-defla, Mascara, Guelma, Chlef, ElI oued, Tlemcen,
Mostaganem, Djelfa... (Omari, 2009).

Avec une production moyenne annuelle de 4,5 millions de tonnes (mt), I'Algérie
commence a devenir un véritable gros producteur de pommes de terre. Le surplus enregistré
dans la production de pomme de terre hors saison dépassant les 900.000 tonnes, réalisée sur
une superficie de 3.623 has soit un rendement variant entre 230 et 250 quintaux par hectare.


http://popups.ulg.ac.be/1780-4507/index.php?id=2448
http://popups.ulg.ac.be/1780-4507/index.php?id=2448

Aprés avoir largement satisfait les besoins du marché local, la filiere de la pomme de
terre offre, désormais, des opportunités aux opérateurs pour se lancer dans l'industrie de
transformation et gagner des marchés a I’exportation. Les prévisions du secteur tablent sur
une augmentation de la production de ce tubercule de 2 mt d'ici a 2019 (Tableau 01,
Figure 02).

Tableau 01 : Evolution de la production de pomme de terre en Algérie (1971-2014)

Production de pomme de terre Années
(Tonnes)
273647 1971
575068 1975
590600 1980
814700 1985
808541 1990
1200000 1995
1207690 2000
2155550 2005
3300312 2010
4673516 2014
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Figure 02: L’évolution de la production de pomme de terre en Algérie (1970-2014)

L’Algérie occupe la deuxiéme place, aprés I’Egypte, dans la production de la pomme
de terre en Afrique pour I’année 2010, selon un rapport de la FAO. Les chiffres présentés
dans le rapport indiquent que la production nationale a dépassé le seuil de trois millions de
tonnes durant ’année 2010. Elle est cultivée sur une superficie estimée a 126 milles hectares.

La moyenne a hectare a atteint 26 tonnes.

Sur le plan mondial L'Asie et I'Europe sont les deux principaux continents producteurs
de la pomme de terre du monde. Ils ont fourni plus de 80% de la production mondiale en
2007. Bien que les latins soient nettement inférieurs, s'elles ont atteint leurs niveaux record.
C'est I'Amérique du Nord qui obtient de loin les rendements les plus élevés avec plus de 36

tonnes/ha.



Tableau 02 : Les principales wilayas productrices de pomme de terre en Algerie

Wilaya Surface Production

(hectares) (quintaux)
Ain Defla 15 230 320 000
Mascara 9050 208 700
Tlemcen 7505 197 900
El Oued 7392 181 800
Mostaganem 6 668 159 500
Chlef 4015 115 200
Boumerdes 3600 93 200
Skikda 3212 57 100

S/Total 66 672 1333408

T/ Algérie 98 825 2180 900

La wilaya de Ain Defla, wilaya qui assure 30% de la production nationale (Tableau
03), ainsi EI Oued (Tableau 02), une région produisant environ 40% de la production
nationale de cette tubercule, une surface de 35.000 hectares, soit 41% de la surface agricole
exploitée estimée a 80.000 hectares et ne cesse de gagner du terrain d’une saison a 1’autre
avec une extension annuelle de 1 a 5% (Tableau 02) (http://www.maghrebemergent.com/

actualite/breves/fil-maghreb/62758-algerie-.html).

I.4.Les Principales variétés cultivées en Algérie

Cent vingt variétés sont inscrites au catalogue algérien des especes et variétés
cultivées. Cette inscription est obligatoire pour leur commercialisation. Elle est précédée de
deux ans au cours desquels sont évalués les caractéres d’utilisation, le rendement, le
comportement vis-a-vis des parasites par le service de Contr6le et certification des semences
et plants CNCC. Les principales variétes cultivees en Algeérie sont : Spunta (a chair blanche),
Désirée (a chair jaune), Bartina, Lisita.


http://www.maghrebemergent.com/%20actualite/breves/fil-maghreb/62758-algerie-.html
http://www.maghrebemergent.com/%20actualite/breves/fil-maghreb/62758-algerie-.html

1.5. Méthodes nouvelles de I’induction de la variabilité génétique

Pour I’induction de variabilité génétique chez la pomme de terre, plusieurs méthodes
ont été utilisées a savoir la mutagenése qui a été utilisée avec succes pour modifier la couleur
de la peau (Desital, Konkei) et pour améliorer le rendement (Marline 2) ainsi pour introduire

la résistance au mildiou avec S andeginum Juz et S stoloniferum schlirdl.
1.5.1 L’hybridation somatique

L’hybridation somatique entre la pomme de terre et la tomate d’intérét académique
uniquement réalisé dans les années 1970, ainsi des hybrides somatiques avec S brevidens Phill
apporte la résistance au virus de I’enroulement foliaire de la pomme de terre et la résistance
aux pourritures molles causées par (Pectobacterium carotovorum (Erwinia) (Kwang-Soo et
Tae-Ho, 2014).

1.5.2 La transgénése

La technique de transgénése a été utilisée pour la premiere fois chez la pomme de terre
dans les années 1980 pour introduire la résistance aux insectes (teignes et dorphyre), aux
maladies (virus X et Y, mildiou ainsi que la teneur en fécule (pomme de terre sans amylose)
ou sans alcaloides et en sucres réducteurs, selon Dunwell (2000) la pomme de terre est en

deuxiéme position aprés le mais en Amérique en matiéres de transgénese.

Les marqueurs moléculaires RFLP (Tek et al., 2004, Przetakiewicz et al., 2007) AFLP
(Tek et al., 2004, Ahn& Park , 2013) SSR et ISSR (Cai et al., 2004; Yu et al., 2013) aussi ont
été utilisés pour identifier les variétés, des cartes génétiques, des genes ont été clonés,
notamment le gene R1 de résistance au mildiou le géne H1 de résistance aux nématodes a

Kyste (Globodera pallida).
1.5.3 La sélection sanitaire

La sélection sanitaire a été pratiquée dans tous les stades du schéma du plan officiel de
production de plan certifiés par I’association de la thermothérapie et la culture de méristémes

pour régénerer des variétés non infectés par les virus (Doré et Varoquaux, 2006).



1.6. La culture in vitro et amélioration de production de la pomme de terre

La culture in vitro est basée sur la mise en culture d’explant en milieu artificiel
contrdlé, a 1’abri de toutes contaminations (en axenie). Le but de la culture in vitro est de
permettre la régenération de la plante entieére autonome et fertile a partir de la propriété des

cellules végétales : la totipotence.

La totipotence est I’habilit¢ d’une cellule a se différencier puis aprés de se
développérent un nouvel organisme a part. Les techniques de culture in vitro sont des outils
qui permettent d’améliorer les plantes mais aussi d’assainir les variétés ou bien de réduire les

co(ts de productions

1.6.1. Historique

Les premiers tentatives de culture in vitro pour maintenir en survie des organes vivant
isolés datent de plus de 130 ans ; il s’agit alors de conserver vivants des fragments de queue
de tétards de grenouilles (Tableau 04).

Les premier pas de culture in vitro proprement dite sont dus a un Allemand,
G.Haberlandt (1902), il obtenu sur un milieu Knop amélioré la survie durant plusieurs mois
de petits amas cellulaires (poils staminaux ou glanduleux ou des fragments d’épiderme), mais

il y avait pas de multiplication cellulaire.

Il fallut attendre 1922 pour que de nouveaux espoirs apparaissent pour la culture de
tissus végétaux ; W. Roblins aux états unis et W. Kott en Allemagne s’adressant aux pointes
de racines réussissent a les maintenir en survie pres de six mois et a obtenir des fragments qui

ont passé de quelques millimetres a 5-6 centimétres de long.

J.P. White en 1932 a obtenu pour la premiére fois la culture indéfinie de racines, en
prélevant des extrémités de racines de tomate dans un milieu de culture contenant des sels

minéraux, extrait de levure et du sucre.

En 1939 Gautheret a Paris, a obtenu des proliférations de tissus de quelques mois, a
partir de tissus cambiaux, a la méme année Nobecourt a Lyon sur les tissus de carotte et
White aux - Unis sur des tissus de tabac tumoral ont publiés des résultats similaires (Augeés et
al, 1989).

Drailleurs , et & partir de la découverte des régulateurs de croissance et des le role de
I’équilibre Auxine/Cytokinine dans 1’orientation du développement accompagné de mise au

point de milieux de et la culture pouvant entre considérés comme standards ainsi que la



maitrise de la manipulation génétique, la culture in vitro a connu des progres considérables

dans la maitrise de I’incubation et de régénération de plantes entiéres a partir des différents

tissus, arrivant jusqu’a I’hybridation somatique en 1972 et la tentative de transgénese par

trois équipes americaine et européen a partir de 1983 sur les plantes (Tourtes et al, 2002 ).

Tableau 03 : Les progres réalisés dans la culture in vitro des différents tissus de la plante

(Auge et al, 1989)

Découvertes Réference
Premiers pas de culture in vitro sur milieu Knop Haberlandt (1902)
Réussissent a faire grandir quelques petites racines Robbins (USA), Kotte(Almagne)
pendant (1922),.

quelques mois

cultivé et obtenu une multiplication de cellules de
saule a l'aide d'auxines

Gautheret (France) (1934)

Culture indéfinie de tissus de carotte et de tabac

Nobecourt, White (USA) (1939)

réussit une culture in vitro de fruits

Nitsch (1949)

obtient une culture in vitro de cellules isolées a Muir (1954)
partir de cals
les cytokines (hormones) provoquent la division Miller (1955)

cellulaire.

découvrent I'influence qu'ont I'auxine et la cytokine
sur les cellules cultivées.

Skoog et Miller(1957)

I'obtention d'embryons somatiques de carottes a
partir de culture de racines.

Stewart et Reinert (1958)

régénération un plant de tabac grace a une cellule Vasil (1965)
isolée
Le premier hybride somatique 1972

plantes haploides de tomates.

Carlson (1972)

premiére culture in vitro d'ovaires d'orge non

San Noem (1976)

fécondés.
Electroporation (c’est une technique qui consiste a (1984)
créer des pores dans les membranes cellulaires par
plusieurs chocs électriques)
Le canon a particules (1987)
La variété de tomates FlarSavr OGM est (1994)
commercialisée pour la premiére fois par
CALGENE.
Les USA commercialisent les premiers mais (1996)

transgéniques




1.6.2. B.L’équilibre Auxine-Cytokinine

A T’échelle cellulaire, la micropropagation correspond & une organogenése, qui pour
réussir doit concerner autant la caulogenese (édification de la tige et des feuilles), ou la
rhizogenése (développement de I’appareil racinaire). La formation des racines et la phase la
plus délicate et se trouve a 1’origine de bien des échecs, un enracinement correct nécessite
souvent un déplacement de 1’équilibre Auxine/Cytokinine en faveur des auxines, a 1’opposé
on dispose de milieux qui favorisent la neoformation de bourgeons (Rapport

auxine/cytokinine faible (Figure 03).

Par ailleurs, il est important de dire, en se basant sur la diversité des réponses obtenues
dans ce domaine, qu'il n'existe pas de régle générale, concernant I'efficacité des différentes
auxines et cytokinines sur la caulogenése ou sur la rhizogenése. Les effets paraissent varier

essentiellement avec le matériel végétal employé (Tourtes et al, 2002).

Auxines

|

Rhizogenese sur boutures

Rhizogeneése sur cals

Callogeneése

Bourgeonnement adventif

Bourgeonnement axilaire

(oo

Figure 03: Types d’organogenése contrdlée par des concentrations d’auxines et de
cytokinines (http://www.biotech-ecolo.net/micropropagation-culture-in-vitro.html).




1.6.3. Transmission du signal des auxines dans la plante et contréle de la division

cellulaire

Comme aucun systéme nerveux n’est présent, les signalisations principales sont les

hormones. L'auxine est une hormone veégétale essentielle pour la croissance, le
développement, et les réponses aux facteurs environnementaux au cours de la germination et

la croissance ultérieure, une plante doit étre en mesure d'adapter a une gamme de conditions

de I'environnement afin de développer et de se reproduire avec succés (Ljung, 2002).

Les plantes peuvent reagir rapidement aux changements dans Il'environnement
des facteurs tels que la température, l'intensité lumineuse et l'apport de nutriments. Les
signaux écologique induisent des réponses dans divers groupes de cellules et de tissus via un
signal spécifique intrinseque les voies de transduction du signal qui influencent la division
cellulaire, I'expansion des cellules et des processus de différenciation, et donc adapter les
modeles de croissance et de développement, un groupe de petites molécules organiques de
tres faibles concentrations qui affectent les processus physiologiques (Davies, 1995; Leyser,
1998) in (Ljung, 2002).

Le rapport Auxine/cytokinine représente un signal important dans la formation de
phénotype cellulaire et aussi dans le déclenchement et le maintien du procedé de la division
cellulaire (Stickens et al, 1996 in George et al, 2008). Par analogie avec les systémes animaux
chaque végétale a une cellule cible est présumé posséder des récepteurs qui sont capables
pour détecter des signaux hormonaux et ensuite d'ouvrir la chaine d'événements moléculaires

conduisant a la réponse physiologique final.

Les protéines susceptible de lier a I’auxine (ABP, Auxin Binding Protein) ont d’abord
¢été recherché dans deux types de tissus qui répondent a I’auxine qui sont les culture de
moelle de tabac et le coléoptile de mais, trois classe de protéines fixant ’auxine ont été
identifiés a partir de cal de tabac, deux était associés a des fractions membranaires, 1’autre
étant trouvé dans des fractions cytoplasmiques et nucléaires. L’affinité pour 1’auxine des
protéines isolées des fractions cytoplasmiques et nucleaires est nettement plus forte que les
protéines preésentent dans les fractions membranaires (lebenga et menne, 1987 in Hopkins,
2003).

Chez le mais seules des protéines membranaire fixant 1’auxine ont été décelés 1’'une

d’entre elle appelé ABP1 qui intervient dans I’élongation cellulaire (Leyser, 2002).



1.7. Les techniques de culture in vitro appliquées a la pomme de terre

1.7.1. Culture de méristeme et la reproduction conforme

Depuis les travaux de Morel et martin (1955), la culture de méristemes, souvent
associee a la thermothérapie, a permis de guérir des variétés virosées. La micro-propagation in
vitro est plus au moins utilisée pour la production de plant pour les premieres générations de

multiplication.

A partir des germes de tubercules sains ou de culture de méristemes, les variétés sont
multipliées in vitro par bouturage d’entre-neouds sur le milieu de Muraschige et Skoog
(1962), sans hormones avec une photopériode de 16 heures et une temérature de 18-20 °C le
jour et de 14-16 °C la nuit.

On peut obtenir des boutures nouvelles toutes les six semaines, les boutures sont
serrées sous abri pour la production de tubercule. Dans certains cas, le bouturage est complété
par la production de micro-tubercules. La technique de maintien par bouturage in vitro est
utilisée généralement pour la conservation de banque de génes sous forme de clones
(Westcott, 1981 ; Mix, 1985).

1.7. 2 La fusion de protoplastes et changement du niveau de ploidie

Les techniques de culture in vitro et de génie génétique utilisant les protoplastes offrent
des perspectives prometteuses (Ellouz et al., 1994) Tableau 05 :

La possibilité d'induire une variation somaclonale importante par régénération in vitro
a partir d'explant y compris de protoplastes. Cette variation peut toucher des caracteres
quantitatifs obéissant a des facteurs polygéniques. La production d'hybrides somatiques par
fusion intra-spécifique entre des clones dihaploides de pomme de terre ou interspécifiques
avec des espéces sauvages diploides compatibles, susceptibles d'apporter des caracteres

intéressants, notamment de résistance;

L'introduction de caractéres mono ou oligogénique (en particulier la résistance a une
maladie, a un prédateur) par transfert d’/ADN dans des protoplastes ou dans des explants a
I'aide d'agrobactéries. Des procédures d'isolation de culture et de régénération de plantes a
partir d'un grand nombre de protoplastes issus de suspension cellulaires de Solanum

tuberosum L. ont éte développées (Tavazza et al., 1988).

La premiere application de fusion de protoplastes chez la pomme de terre a conduit a
I'obtention d'un hybride somatique avec la tomate par Melchers et al. (1978): la pomate. Cette



nouvelle espéce n'a pas eu d'avenir en raison de sa stérilité. Plusieurs autres équipes ont
obtenus des hybrides mais ils étaient tous trop anormal pour étre intéressants (Ross, 1986).
Austin et al. (1985) ont été les premiers a utiliser des hybrides dans un programme de
sélection entre S. tuberosum et S. brevidens, cette derniere a été utilisée pour sa résistance au
virus de I'enroulement. La méme équipe est egalement la premiére a avoir réussi la fusion
entre deux diploides de I'espéce tuberosum (Austin et al., 1985). Des plantes de pomme de
terre régénérées ont été obtenues a partir de cals provenant de la culture de protoplastes
(Ellouz et al., 1994).



Tableau 04 : Les Progres de la fusion de protoplastes chez la pomme de terre entre (2004 a

2013) (Ellouz et al., 1994).

Espéces Objectif Références
S. acaule aglycone glycoalcaloide Rokka et al. (2005)
S. berthaultii Tolerance a la salinité Bidani et al. (2007)
S. brevidens La résistance a la pourriture molle, Tek et al. (2004)
brllure héative et PLRV (Virus de
I'enroulement)
S. brevidens Reésistance a la gale commune Ahn& Park (2013)
S. bulbocastanum Reésistance au mildiou Boltowicz et al.
(2005)
S. bulbocastanum Reésistance au mildiou, pourriture molle, Greplova et al.
le nématode, la chaleur (2008)

et la sécheresse

S. bulbocastanum,
S. cardiophyllum,
S. chacoense, S.

pinnatisectum

Résistance au mildiou, doryphore

Chen et al. (2008)

S. cardiophyllum

Résistance au mildiou

Shi et al. (2006)

S. chacoense

Résistance au flétrissement bactérien

Cai et al. (2004)

S. circaeifolium

Résistance au mildiou

Espejo et al. (2008)

S. commersonnii

Résistance au flétrissement bactérien

Kim-Lee et al. (2005)

S. etuberosum

Resistance au PVY (Virus Y)

Tiwari et al. (2010)

S. melongena

Résistance au flétrissement bactérien

Yu et al. (2013)

S. michoacanum

Résistance au mildiou

Szczerbakowa et al.
(2010)

S. pinnatisectum

Résistance au mildiou

Polzerova et al.
(2011)

S. stenotomum

Résistance au flétrissement bactérien

Fock et al. (2007)

S. tuberosum

Resistance au PVY et Pythiumaphani

dermatum

Nouri-Ellouz et al.
(2006)

S. villosum

Résistance au mildiou

Tarwacka et al. (2013)

S. vernei

Résistance au mildiou

Trabelsi et al. (2005)




1.7.3. La Microtubérisation

La microtubérisation in vitro est une des méthodes qui permettent le développement de
la pomme de terre in vitro (Nistor et al, 2012). Elle dépend principalement de la source du
génotype, ainsi que d’autres facteurs externes comme la lumicre, 1’obscurité, la température,
les éléments minéraux, le saccharose étudiés par (Mes et Menge, 1954 ; Palmer et Smith,
1969 ; Lo et al, 1972 ; Wang et Hu, 1982; Hussey et Stacy, 1984 ; Chandra et al, 1988; Akita
et Takayama, 1994 ; Gopal et al, 2004 ; Dragecevic et al, 2008).

Le saccharose est le stimulus le plus critique pour induire des microtubercules
A forte concentration (Saha et al, 2013; Fufa and Diro, 2014). Ce processus est régulé par
différents régulateurs de croissance comme le BAP (6 Benzylaminopurine), 2-chloroethyl
trimethyl ammonium chloride (CCC) et la kinetine, (Hoque, 2010; Liljana et al, 2012)

Les microtubercules sont le produit final alternatif a la micropropagation in vitro de
plantules, qui se développent sous des conditions favorisant la tubérisation, Ils sont
caractérisés par leurs tailles petites, ce qui permet leur conservation, distribution, et transport
facile (Warren et al, 2001).

Afin d’augmenter le nombre et la qualité¢ des microtubercules, différentes méthodes
peuvent étre utilisées comme la modification des composants du milieu de culture;
I’augmentation de la concentration du saccharose en milieu de culture ; 1’addition des

hormones de croissance (Warren et al, 2001).
1.7.4 La callogeneése

Le cal est un tissus indifférencié issus de cellules parenchymateuse, il peut étre obtenu
a partir des différents organes des différents espéces .I’aptitude a la callogenése est influencée
par différents facteurs comme la nutrition minérale les hormones de croissance et les facteurs

environnementaux.

L’obtention de cal chez la pomme de terre peut €tre obtenue en incubant les explants

dans les milieux contenant les auxines et les cytokinines ou des auxines seules (Tableau 06).

La callogenése se traduit par la néoformation d'un tissu (cal) produit par 1’explant

initial (issu des différents organes) sous certaines conditions de croissance (Margara, 1989).

L’histoire de la calogenese selon (Humera, 2006) remonte a 1938 par Nobecourt qui a
réussi des cal sur les disques de tubercule .en 1951 Capelin reporte le premier succes a partir

du parenchyme de tubercules sur milieu contenant 1’eau de noix de coco et le 2,4-D.



Le premier succes de caloogenése chez la pomme de terre a tété réalisé par (Stewart et
Caplin (1951). Chapman (1955) a obtenu des résultats similaires, Skoog et Miller (1957)
montre le control hormonale de la différentiation qui permettra la propagation clonale a

travers la culture de tissus de pomme de terre.

Puis les travaux de (Lingappa, 1957; Bajaj et Dionne, 1967; Anstie et Northcote, 1973;
Skirvin et al, 1975; Lam, 1975; Mechlers, 1978). Par la suite le type d’explant utilisé a
beaucoup varié, Gavinlerttana et Li (1980), ont obtenu des cals a partir des ségments de
feuilles de Solanum tuberosum et solanum acaule, dans un milieu de culture contenant 3mg /I
2,4 D et 0,3mg/l Kinetine.

Certains auteurs ajoutent certaines substances pour activer le développement et la
croissance des cals comme I’extrait de levure (Garcia et Martinez, 1995), la biotine et I’acide

folique (Jelenie et al, 2001).

Puis Ahloowalia (1982), a pu induire des cals nodulaire en 30 jours a partir des

fragments de tiges de 1-2mm sur un milieu % MS avec 3,2mg/l IAA, 1 mg/l Kinétine et

0, 5mg/l 2,4-D, d’autre chercheur jouent sur la concentration des ¢léments minérales

par exemple ¥2 MS (Ahloowalia, 1982).

Ensuite plus loin, en (1994) Friere et al, ont initié des cals a partir des feuilles et des
nceud de tiges dans un milieu MS additionnés de 1-3mg/l 2,4D, en donnant des cals friables

avec un pourcentage de régénération de 72-100%.

En 1995 Garcia et Martinez, ont induis des cals a partir des ségments de neouds de
tiges sur un milieu MS avec 0,5 mg/l extrait de levure, 25mg/l saccharose et (0,5-1-2-4 mg/l
2,4-D), les eplantseté incubés dans une température de 23°C avec une photopériode de 16h et

une intensité lumineuse de 50 micromole par m? par seconde.

Wersuhn et Dathe (1998), ont obtenu des cals a partir des segments de tige de pomme
de terre, sur un milieu contenant 1micromole Kinétine, Imicromole GA3 ,6 micromole IAA

et 0,8 % agar.

Dobranszki et al.( 1999) ont induis la formation de cals sur cing variétés de pomme de
terre d’origine génétique a partir des feuilles différent sur cinq milieux différents, ils ont
montré que I’initiation de callogenése et son taux étaient trés influencé par le génotype, et le

milieu 0,25 mg/l Kinétine et 5 mg/l 2,4-D.



En 2003 Nasrin et al, ont induit des cals a partir des segmentsneouds et des entre
nceuds pour deux variétés Muta et Dimant, puis une régénération sur milieu MS semi-solide
avec différentes concentrations de 2,4-D, NAA, BAP seul et la combinaison de NAA avec
BAP, le taux le plus élevé de callogenése été observé sur milieu MS avec 2,5mg/l 2 ,4-D,
suivi de 5mg/l BAP.

Bragdo-Aas (2004), ont étudiés la formation des cals a partir des tubercules, sur un
milieu MS pour la partie inorganique et le milieu NN pour la partie organique avec les
concentrations hormonales, 0,4 mg/l 1AA, 0,8mg/l Kinétine, 0,4 mg/l BAP et 0,4mg/l GAS3,
puis ils été transférés vers un milieu de régénération sans hormone suivi d’une acclimatation

dans le sol.



Tableau 05 : Evolution de recherches effectuées sur la callogenése (1938-2015).

Auteurs Explant Hormones resultats
Nobecourt, 1938 disques de Agar sans auxine cal
tubercule
Capelin, 1951 parenchyme noix de coco + 2,4-D cal
de
tubercules
Chapman, 1955 ; Neouds de 10 pour cent de lait de coco + 7 mg/ 1 de cal
germes 2,4-D
Lam, 1975 disques de 0,4 ppm de 6-benzylaminopurine des cals et des
tubercules corps embryoides
Laroza et al, 1984 tige Kinétine+2,4-D cal
Van der Plas and
Wagner,1984
Ahloowalia, 1982 tige (3.2mg/)IAA+(1mg/l) Kinétine+(0.5mg/l) | Cal nodulaire en
2,4-D+1/2 MS 30 jours
Friere et al, 1994 | Segment de (2-3 mg/l) 2,4-D+ Cals friables
tie et feuilles
Garcia et Neeud de (0.5mg/) extrait de levure, 2,4-D (0.5-1-2- Friable cal vert-
Martinez, 1995 tige 4mg/l) brun dans 1 mois
Esna-Ashari and Disque de (Img/l) BAP+ 0.5mg/l 2.4-D Cal et
Villiers, 1998 tubercules racines+tige en
absence de 2.4-D
Dobranszki et al, feuilles (5mg/) 2.4-D, +(0.25mg/l) Kinétine Cal friable,
1999
Jelenie et al, 2001 | Entre-noeud | 0.05 D-Biotine+ (0.5mg/l) acide folique+4.4 cal
M BAP+5.7 M IAA+28.9 GA;
Nasrin et al, 2003 Neeud et 1 mg/l NAA+1mg/l BAP et 1 mg/l Cal puis
entre-noeud NAA+0.5 mg/l BAP développement
de tiges
Bragdo-Aas, 2004 | Explant de MS+NN partie organique+(0.4mg/l) Cal puis
tubercule IAA+(0.8mg/l) Kin+(0.4mg/l) développement
BAP+(0.4mg/l ) GA; des tiges
Shirin et al, 2007 Feuilleset | MS+1mg/l NAA+1mg/l BA et 2,4-D 3 mg/I Meilleur
entre-neoud développement
de cal
Chakravarty et | Entre nceuds | MS+ 0.05% de 2-N-morpholinoethane Cal pour
Wang-Pruski, sulphonicacid (MES) et 0.05% de transformation
2010 polyvinylpyrrolidone

Kumar et al, 2014 feuilles MS+ 3 mg/l 2,4-D+1mg/l Kin Cal friable jaune
clair dans 10
jours puis
regeneration
Entre-nceud MS+5 BAmg/l+ 4 NAAmg/I Cal brun
Igbal et al, 2014
Ashrafzadeh et Feuilles MS+4.43 uM 6-benzyladenine (BA) et Cal puis

Leung, 2015

5.37 uM
1-naphthaleneacetic acide (NAA).

microtubercule
sur cal (10%)




La taille du fragment mis en culture présente une grande importance ; en effet, plus
I’explant est grand, plus les équilibres endogénes seront déterminants. De ce fait, le milieu
n’aura qu’une influence limitée, par contre un explant de petite taille sera plus facilement

orienté par les substances contenues dans le milieu.

Les explants différenciés ont en moyenne une taille variant de 5 a 10 mm qui
correspond aux moyens de manipulation, c'est-a-dire : facilité de prélevement de coupe et de
mise en culture dans les récipients. Une expérience a partir de pétioles de Saintpaulia coupé
en rondelle de 1,5mm, 3mm, 5mm et 7mm placé sur un milieu semblable (milieu de
multiplication) ; seul les fragment de 3mm est plus ont donner normalement des jeunes plants,
ceux de 1,5mm ont donné deux types de résultats : une moitié d’entre eux s’est desséchée,
I’autre n’a former que des racines sans doute, a partir de cette taille, I’auxine présente dans le
milieu joue un réle plus important, alors que pour les taille plus grandes elle entre en

interaction avec les composés endogenes (Beauchesne, 1998).

Les explants différenciés ont en moyenne une taille variant de 5 a 10mm qui
correspond aux moyens de manipulation, c'est-a-dire : facilité de prélevement de coupe et de
mise en culture dans les récipients. une expérience a partir de pétioles de Saintpaulia coupé en
rondelle de 1,5mm, 3mm, 5mm et 7mm placé sur un milieu semblable (milieu de
multiplication) ; seul les fragment de 3mm est plus ont donner normalement des jeunes plants,
ceux de 1,5mm ont donné deux types de résultats : une moitié d’entre eux s’est desséchée,
I’autre n’a former que des racines sans doute, a partir de cette taille, ’auxine présente dans le
milieu joue un réle plus important, alors que pour les taille plus grandes elle entre en

interaction avec les composés endogénes (Beauchesne, 1998).

Pour reéaliser des cultures in vitro, on part généralement de fragments d’organes
(morceaux de tige, feuille, bourgeon) ; ici deux cas a considérer selon le type d’organisation
du fragment qui sera mis en culture :

A. Les explants qui présentent une structure ebauchée ou organisée, tels les bourgeons,
les apex ou bien les méristémes ainsi que les capitules floraux. Ce sont les fragments les plus
employés, car les plus réactifs, et qui posent moins de problémes du fait de 1’existence d’une
structure organisée qu’il suffira de révéler par un milieu approprié. Si le milieu ne convient
pas, il pourra perturber le fonctionnement et conduire, par exemple, a une prolifération
cellulaire de type cal.

L’utilisation de ce type d’explant correspond a un micro-bouturage et c’est le plus

souvent la technique utilisée pour obtenir une multiplication végétative en nombre. Il convient



ici de rappeler que quelquefois, les parties mises en culture gardent en « memoire »
I’orientation de la croissance ; ce phénomene est bien connu a propos des boutures ligneux
(c’est aussi vrai pour quelque herbacées). Chez un certains nombres d’espéces ou les
corrélations de croissance sont fortes, le bouturage a partir de rameaux obliques donnera des
plants racinés mais a port prostré et non a port dressé. Quelques essais ont montré que cette

mémoire siégerait dans les tous premiers entre-nceuds proches du méristéme.

B. Les explants constitués de tissus différenciés, tels que les fragments de tige, de
feuilles, de racines, etc. ou la mise en culture devra provoquer un retour en arriere complet
pour donner aux cellules la capacité d’entrer d’abord en division, puis, ensuite, de retrouver

un pouvoir organogeéne.

Pour ces explants, et selon les espéces, ils ont pu montrer que toutes les parties d’une
plante étaient susceptibles de suivre le processus de dédifférenciation suivi d’une nouvelle
organisation. Mais ici, la différence entre especes est grandes depuis des espéces qui, comme
le Saintpaulia est capable de régénérer par toutes les parties de la plante (pétiole, limbe,
racines, pétales, étamines, pollen, ovules), des espéces moins faciles comme 1’Actinidia
sinensisou les tiges ont donné des meilleurs résultats que les pétioles ou les limbes, des
especes qui ne présentent que peu ou pas de réactions et dont quelques résultats ont été

obtenus a partir de cotylédons (quelque Coniferes).

D’une maniere générale, ce sont les feuilles qui présentent les meilleures réactions

ainsi que les tiges jeunes (Beauchesne, 2002).

L’initiation de la callogenése nécessite une faible intensité lumineuse avec 12 a 16
heures de photopériodes car cette derniére n’est pas nécessaire aux cellules puisque 1I’énergie
est fournie par les sucres contenus dans le milieu. La callogenése est plus faible (38%) a
I'obscurité, moyenne (54%) en éclairement continu et plus élevée (63%) en photopériode
(Emmanuel et al., 2001). Concernant la température la plupart des auteurs utilisent pour
favoriser la croissance des cals des températures de 25+2 °C et la température des chambres

de culture est habituellement réglée de fagcon constante a 22 + 25 °C.



1.7.5 La production de plants par embryogenese somatique

L’embryogenése somatique a d'abord été démontrée il ya 50 ans par Steward et al.
(1958) et Reinert (1958) chez la la carotte. Ce processus est défini par le développement
d'une structure bipolaire & partir de n'importe quelle partie de la plante en passant par les
mémes étapes clés du développement d'un embryon zygotique (Sharma et Steve Millam,
2004).

L’embryogenése précoce a partir d'un seul zygote cellulaire passe par division
cellulaire rapide et de la morphogenese, et est morphologiquement caractériseée par étapes de
pré-globulaire, globulaires, cardiaques, lance-torpilles et cotylédons. Ce développement
progressif est sous la stricte réglementation d'un réseau moléculaire complexe (Kurdyukov et
al, 2015).

Plusieurs sont les chercheurs dans le monde qui ont essayé de déceler les conditions de
I’embryogenése somatique chez la pomme de terre a partir des différents explants malgré les
difficulté rencontré dans les années 80 (Lam, 1975; Bragdo-Aes, 1977; Pretova et
Dedicova,1992; Garcia et Matinez,1995; JayaSree et al, 2001; Seabrook et Douglass, 2001 ;
Sharma et millam,2004; Vergas et al, 2005; Sharma et al, 2007).

L'embryogenése somatique constitue une nouvelle éventuelle méthode pour
I'amélioration de la qualité de la pomme de terre (Sharma et Steve Millam, 2004). C'est une
méthode approprié pour la micropropagation et qui a le potentiel pour la propagation en
masse (Rahman et al., 2004). Elle consiste en 1’obtention d’embryons di ou polyploides a
partir de cals ou de suspensions cellulaires qui ensuite sont capables de régénérer en
plantes  fertiles  caryologiquement stables (Dubois, 1989). La formation d'embryons
somatiques a été obtenue chez de nombreuses especes, cependant les systémes sont encore au

stade expérimental chez la pomme de terre (Sharma et Steve Millam, 2004).

Durant ces deux dernieres décennies, de grands efforts scientifiques ont été consacrés a
I'obtention d'embryons somatiques a partir d'une série de génotypes et de différents tissus de
pomme de terre, parmi lesquels: les antheres (Sopory et al., 1978), les embryons zygotiques
immatures (Petrova et Dedicova, 1992), les tiges (De Garcia et Martinez, 1995; Seabrook et
Douglass, 2001; Seabrook et al., 2001), les sections de tubercules et les feuilles (JayaSree et
al., 2001; Seabrook et Douglass, 2001), et les racines (Seabrook and Douglass, 2001) (Teresa
E. Vargas et al., 2005).


http://www.jove.com/science-education/5097/yeast-reproduction

Enfin, La capacité de produire des embryons morphologiquement normaux qui
donneront des plantes entiéres a partir de cellules somatiques indifférencieées a travers le
processus d'embryogenese somatique est uniquement rencontrée dans le régne végétal
(Zimmerman, 1993).

Les hormones endogenenes et exogenes (Malgorzata, 2004) et le stress induisent
collectivement la dedifférenciation cellulaire et initier un programme embryogene chez les
plantes avec un génotype réactif (Fehe'r et coll 2003; Ikeda-lwai et al., 2003; Rose et Nolan
2006). L’embryogenése somatique est influencée par le génotype (Kielly et Bowley,1992 in
Malgorzata, 2004), et peut étre induite par différents explants (Sharma et Millam, 2004) et
déclenché a partir des cellules du cal semblables au parenchyme prés de I'épiderme, tandis
que d'autres proviennent du tissu pro-vasculaire ou pro-cambial, reflétant celui observé dans 1’
hypocotyles de la carotte, ou a la périphérie des cals dans une diversité d'especes telles que
I'nerbe guinée (Lu et Vasil, 1985), le pois (Loiseau et al., 1998), le pois chiche (Sagare et al.,
1995) et la pomme de terre (Sharma et Millam, 2004).

D’autre part les sources de nitrogénes minérale (KNOj3 et NH4Cl) et organique
(Hydrolysa de caséine et acides aminés, proline-serine/threonine) affectent significativement

I’embryogenése somatiques des plantes (Dantu et Tomar, 2010).
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. Matériels et méthodes
I1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal de départ est constitué de deux variétés de pomme de terre :
Spunta et Kondor (Figure 04), dont 1’origine et les caractéristiques sont détaillés dans les
tableaux (Tableau 06 et 07).

Tableau 06: La fiche d’identité de la pomme de terre Spunta

Origine Bea X USDA.96, 56
Année d'obtention 1967 Pays-Bas
Utilisation Toutes utilisations
Rendement Excellent
Peau Jaune
Chair Jaune claire
Couleur de la base de germe bleu
Forme de tubercule longue
Précocité Demi-précoce
sensibilité Moyennement
sensible

Tableau 07: La fiche d’identité de la pomme de terre kondor.

Origine 61333 X Wilja
Année d'obtention 1981 Pays-Bas
Utilisation Toutes utilisations
Rendement Trés bon
Peau Rouge
Chair Jaune péle
Couleur de la base de germe rose
Forme de tubercule Oval-long
Précocité Demi-précoce
sensibilité Peu sensible




Les tubercules de ces deux variétés ont été nettoyés a I'eau de javel et mis a I'obscurité
a une température ambiante entre 23 a 25°C pour favoriser la germination pour avoir les
explants de germes, puis certains tubercules son ensemences dans des pots (sable) pour
induire le développement des tiges afin d’avoir une source d’ explants de tiges aprés un mois

d’incubation a la lumiére ambiante.

Figure 04 : Morphologie des tubercules des variétés Spunta et Kondor.

1.2 Plan expérimental
11.2. 1 Préparation des milieux de culture
2 .1.1 Préparation du milieu MS

Le présent travail a été réalisé dans le laboratoire de génétique, biochimie et
biotechnologie des plantes de Constantine.

Le milieu de culture utilisé au cour de ces expérimentations, est le milieu MS
(Murashing et Scoog, 1962), ils est preparé préalablement sous forme de solution meére
(solution mére des macroéléments, solution mere de micro-éléments, solution mere de fer et la
solution mére de vitamines et d’acides aminés, puis on préléve de chaque solution mére le

volume nécessaire pour avoir un litre de la solution finale selon I’annexe 07.



2.1.2 Préparation des solutions meres de 2,4D, NAA et BAP.

Nous avons préparés des solutions meres de I’ordre de 10X, aprés dissolution des
hormones dans 1’éthanol ou NaOH selon le tableau de 1’annexe 5, ensuite on a préparé a partir
des solutions meres les differentes combinaisons utilisées dans notre essai puis ils sont stockés

au réfrigérateur.
2.2 Lastérilisation du milieu de culture et des explants

Le milieu de culture de 1l préparé a partir des solutions meres suivant les volumes
indiquées dans 1’annexe 07. Le pH du milieu est ensuite ajusté a 5,7 avant de compléter la
quantité a 1L par I'ajout d'eau distillée. Le milieu ainsi préparé est enfin versé dans des tubes
autoclavables de 50X75mm a raison d'environ 10ml par tube qui seront fermés avec du coton
et du papier aluminium. Le milieu est enfin stérilisation a la vapeur dans un autoclave pour

une dure en général 15 minutes a 121°C (pression de vapeur env. 2 bar)

Pour tous les essai réalisés, les explants (segments d’entrenceuds de la tige apres
culture sur sol pendant un mois et germes a partir de tubercules &ge aussi d'un mois), environ
0,5 cm de long ont été stérilisées en surface par immersion dans I'éthanol a 70% pendant 1
minute puis a les rincer dans une solution NaOCI a 0,5% pendant 15 min, puis lavées a I'eau

distillée rois a cing fois pour éliminer les traces de NaOCI.
2.3 Essais réalisés
2.3.1. Essai 1 et 2 : Effet du NAA et du BAP a la lumiére et a I’obscurité

Deux cultivars de pomme de terre (Spunta et Kondor) ont été obtenus a partir des
collections du ministére de I'agriculture. Les explants stérilisés ont été transférés au milieu de
MS enrichis de NAA en combinaison avec BAP (NAA / PAB: M1 (0, 5/1 mg /1), M2 (1/0,5
mg /1) et M3 (2/2 mg / I) et NAA M4 seul (0,5 mg /1), M5 (1,0 mg /1) et M6 (2,0 mg/ I)
Tableau08. Les cultures ont été incubées a 23 a 25°C en période sombre (24h) et dans un
cycle rythmique de 16 heures de lumiere suivie de huit heures d'obscurité a été donnée aux

cultures, la lumiere a été fournie par un 2000 -. 3000 lux en maintenant 60 a 70% d'humidité.



Tableau08: Concentration des hormones de croissance pour 1’induction de la callogenése

avec (NAA/BAP)
Milieux NAA(mg/l) BAP (mg/l)
M1 1 0.5
M2 0.5 1
M3 2 2
M4 0.5 0
M5 1 0
M6 2 0

2.3.2 Essai 3 : Etude de I’effet du BAP sur I’aptitude a la callogenése

Ce travail a été mené afin de tester la possibilité d”’induction de la callogenése en

présence de BAP seul, réalisée par les concentrations indiquées dans le tableau 09.

Tableau09 : les concentrations hormonales des différents milieux utilisés pour la callogenése
avec BAP.

Callogeneése avec BAP (mg/l)

Auxines BAP
Bl 0 0,5
B2 0 1
B3 0 2

Le matériel végétal est entretenu par culture de germes de tubercules, a deux mois
d’intervalle dans des boites pétries contenant le milieu de base MS (Murashige et Skoog,
1962), additionné avec BAP seules ,30 g/L de saccharose, et solidifi¢ avec 10 g/l d’agar. Les
boites pétrie sont incubés en salle de culture a 23+2° C sous 16h de lumiére a ’intensité de
60uMm-2 s-1. Les parameétres de suivie de I’essai sont la couleur et la texture des cals obtenus

des différents milieux pour les deux variétés ainsi que le taux de callogenése.

2.3.3 Essai 4 et 5 : Etude de la reponse a la callogenese en présence de rapports auxine
/cytokinine (2,4-D/BAP) différents a la lumiére et a I’obscurité

L'induction de cal a été réalisée par les concentrations 0,5, 1 et2mg /|, 2,4-D (M 1,
M 2, M 3, et en combinaison avec BAP M4 (0,5/1), M5 (1/0,5), M6 (2/2) respectivement)
tableau 10 et tableau 11.
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Les explants de germes sont sterilisés dabord avec I'éthanol a 70% puis avec
hypochlorite de sodium 2%, laver puis trois fois trois minutes chacune avec de l'eau stérile.
Chaque tube & essai contient 15 ml de milieu MS basale (Muraschige et Skoog, 1962) avec
3% de saccharose, solidifié avec 10 g tube a essai agar. Incubation dans a 2000-3000 lux et
température de 25 £ 1 °C en période sombre (24h) et en photopériode dans un cycle
rythmique de 16 heures de lumiére suivie de huit heures d'obscurité). L'expérience est
réalisée avec un plan factoriel avec randomisation totale, les données de fréquence de la
formation de cals, la couleur et la compacité ont été enregistrées chaque semaine jusqu’a la

fin de l'incubation.

Ce travail a été mené avec deux cultivars de pomme de terre a savoir Spunta et Kondor

pour I’induction de la callogenése est réalisée par les concentrations indiquées dans le tableau

16.

Le matériel végétal est entretenu par culture de germes tubercules et de tiges, pendant
huit semaines d’intervalle dans des tubes (25 x 300 mm) et des boites pétries contenant le
milieu de base MS (Murashige et Skoog, 1962), additionné avec 2,4-D seules et en
combinaison avec BAP (Tableau 16) 30 g/l de saccharose, et solidifi¢ avec 10 g/l d’agar. Les
tubes sont incubés en salle de culture a 234+2° C sous 16h de lumiere a I’intensité de 60uMm-
2 s-1. Les paramétres de suivie de 1’essai sont la couleur et la texture des cals obtenus des
différents milieux pour les deux variétés ainsi que le taux de callogenése et le poids frais de

ces cals.

Tableau 10: Les concentrations hormonales des différents milieux utilisés pour la

callogenése en présence de (2,4-D et 2,4-D/BAP) a la lumiére.

Callogenése avec 2,4 D et BAP (mg/l)

2,4-D BAP
H1 0,5 0
H?2 1 0
H3 2 0
H4 0,5 1
H5 1 0.5
H6 2 2




Tableau 11 : les milieux de cultures utilisés pour 1’induction de la callogenése avec (2,4 D) a

I’obscurité.

Callogenése avec 2,4-D (mg/l)

Milieu 1 0,5
Milieu 2 1
Milieu 3 2

2.3.4 Essai 6 et 7: Etude de la réponse a I’embryenése somatique en présence de rapports

auxine /cytokinine (NAA/-BAP) et (2,4-D/BAP) différents a la lumiére
2.3.4.1. Premiére étape (Calogenése)
L’induction de la callogenése est réalisée par les concentrations indiquées dans le

tableau 12, en présence de deux hormones NAA et 2,4-D seules et en combinaison avec
BAP.

Tableau 12: La concentration des hormones utilisées pour I’induction de la callogenése avec
les milieux (NAA et NAA/BAP).

Callogeneése avec 2,4 D et BAP (mg/l) Callogenése avec NAA et BAP (mg/l)

2,4-D BAP NAA BAP

H1 0.5 0 M1 0.5 1

H?2 1 0 M 2 1 0.5

H3 2 0 M3 2 2

H4 0,.5 1 M 4 0.5 0

H5 1 0.5 M 5 1 0

H6 2 2 M 6 2 0

2.3.4.2 Deuxieme étape (Embryogenese)

Apres 1’obtention des cal a partir de différentes concentrations de 2, 4-D et NAA
seules et en combinaison avec BAP (Tableau 13), ils sont transférés aprés trois semaines vers
un milieu embryogéne et maintenues a 23 a 25°C sous une lumiere continue d'intensité égale
a 60 uMol/cm? s-1 avec une photopériode de 16h/24h avec culture répétée sur le méme
milieux (subculture) surtout en cas de contamination, avec les milieux dont les concentrations

indiquées dans le tableau. Pour le suivie de la croissance nous avons utilisés des parameétres



morphologiques (la couleur et la texture des tissus neoformés), et description de la production

de pousses ou de racines.

Tableau 13: La concentration des hormones utilisées pour I’induction de 1’embryogenése

somatique avec (NAA / BAP et 2,4 D / BAP).

Embryogeneése avec 2,4 D et BAP Embryogenése avec NAA et
(mg/l) BAP (mg/l)
Milieux 2,4-D BAP Milieux NAA BAP
H1l 0.5 0 M1 0.5 1
H?2 1 0 M 2 1 0.5
H3 2 0 M3 2 2
H4 0.u5 1 M 4 0.5 0
H5 1 0.5 M 5 1 0
H6 2 2 M 6 2 0
(H1, H2, H3) 1 0.2

transférés vers

H7

2 .4 Parametres et mesures

2 .4.1 Taux de brunissement et de contamination

Lors de cet essai , nous avons testé I'effet que peut avoir I'apport seul puis combiné des
auxines ou des cytokinines, sur lI'aptitude a la callogenése chez les deux génotypes de pomme
de terre choisis, en se servant des explants de germes et d’entre-nceuds. Les cultures sont
conduites sur milieu de base MS contenant différentes combinaisons hormonales. Estimés par
comptage des explants contaminés ou devenu bruns apreés certain temps d’incubation.

Le suivi de la callogenese porte a la fois sur les parametres qui ont été mis en évidence

selon chaque milieu utilisé au cour de cette étude sont les suivants:

2 .4.2 Estimation du poids frais
Le poids frais de chaque cal formé est exprimé en g par le calcule de la moyenne
correspondante a chaque milieu, par la différence entre le poids des tubes de culture au début

et a la fin d’incubation avec une balance sensible.

2 .4.3 Taux de callogenése : Nombre de cal obtenus pour chaque milieu.

La fréquence d'induction de cal a été calculée selon la formule suivante: fréquence

d'induction de cals % = N (explants de cals produit) / N (explants cultivés) x 100.



2 .4.4 Description des phases de développement des explants

La description des stades de développements des cals a été réalisée par la notation de
la durée de callogenese, description de la forme, la couleur et la texture des cals, comptage du
nombre de jour pour le début de la callogenese et estimation du degré de développement des
cals par rapport aux différents milieux utilisés aprés 7, 15 et 60 jours d’incubation

respectivement.

2 .4.5. Etude histologique

L’étude histologique a été réalisée pour reconnaitre les des cellules et / ou tissus
d'origine qui ont produit les cals a partir d’entre-neouds de germes et de feuilles. Les cals ont
été prélevés au stade initiation puis apres deux mois de culture.

Les échantillons ont ensuite été fixe dans la solution de la FAA (formol : acide
acetique glacial :50 % d'éthanol, 5 : 5: 90 (v / v / V) ) pendant 48 h et déshydraté dans
I'éthanol (30, 50, 75, 95, 100 % (v /v)) deux fois pour 30 minute dans chaque déshydratation
puis les explants étaient immergé dans xyline : paraffine dans différents ratios ( 75 : 25,50 :
50,25:75,0:100).

Des coupes en série (10-15 um) ont été faites avec un modele de microtome rotatif
820 Spencer les piéces de sections des échantillons ont été montés avec 10 % de albumine
glycérine sur verre objectif. Les spécimens ont été a double colorées avec 1% d'acide -
fuchsine et 0,05 % bleu de toluidine ou safranine et le vert rapide. Enfin, les échantillons ont
¢té montés et observées au microscope et photographié¢ a I’aide d’une camera microscope a

notre ordinateur (Winarto et al., 2008).
2.4.6 Description de I’effet de la position de I’explant sur le milieu de culture

Avec ce parametre nous avons essayé de voir I’influence de la position de I’explant

(Horizontale ou verticale) sur le milieu de culture, sur le déclenchement de la callogenese

2.5 Traitement du résultat

Les données ont été recueillies en comptant le nombre de cal induits aprés huit
semaines d'incubation. Le dispositif expérimental était un bloc plan factoriel randomisé avec
trois répétitions, et les données ont été analysées par ordinateur en utilisant un logiciel
statistique (programme STATISTICA et Excel).
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I11. Résultats et discussion
Taux de réussite et de contamination des essais

Malgré la stérilisation préalable du milieu de culture et des explants le brunissement due
aux composeés phénoliques (Onuoha et al., 2011) et la contamination par les bactéries et les
champignons (José et al., 2003), restent les défits majeurs des cultures de tissus. Pour notre
essai les taux de contamination, de brunissement et de réussite des essais pour les deux

variétés Spunta et Kondor dans les milieux 1, 2 et 3 sont représentés dans I’annexe 4.

Pour D’essai avec 2,4- D, le taux de réussite varie de (28,57-77,78%) pour Kondor sur
les milieux M3 et M2 respectivement, et de (22,22-71,43%) pour les milieux (M1 et M2)
respectivement pour Spunta. Le taux de brunissement le plus élevé (37,04%) a été enregistré
pour Spunta avec le milieu M1, d’autre part le milieu M3 ne présente pas de brunissement
(Annexe 4-1). La contamination a influencé beaucoup plus le milieu M1 (77,5%) avec
Kondor. Les résultats de la contamination et de brunissement ont une corrélation significative

avec le taux de réussite pour les deux variétés et pour touts les milieux étudiés.

Par contre pour I’essai avec NAA a lumiére, le taux de contamination varie de 0 a 60
pour Spunta avec les milieux M3 et M5 respectivement, a 20 et 66,66 pour Kondor avec les
milieux M4 et M6 (annexe 4-2). Ces infections bactériennes ou fongiques peuvent avoir lieu
suite a des erreurs de manipulation ou encore a cause du temps insuffisant de la stérilisation
des explants, ainsi que le transfert d’un milieu a I’autre (Helaly et al, 2014). Cependant, le
taux de contamination a nettement diminué au fur et & mesure des essais et les erreurs de

manipulations ont été largement limitées.



I11.1 .Partie | : induction de la callogenese avec les hormones NAA et BAP
1. 1 Essai 1 : Etude de I’effet de la combinaison (BAP - NAA) a la lumiere
1.1.1 Le taux de callogenése

1.1.1. A Les explants de germes

Selon la concentration des hormones, il y a des variations dans le nombre de
jours a [D’initiation des cals, le pourcentage des explants développant des cals; la
texture des cals et leur couleur ainsi que le degré de leur formation (Tableau 16 et
17, Figure 05).
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Figure 05: Variation du taux de callogenése aprés trois mois d’incubation sur

les milieux NAA/BAP pour les explants de germes de Spunta et Kondor.

La callogénése est initiée apres trois a cing jours de culture pour les deux
variétés. Il est toujours précédé d'un cal blanc friable dans les deux variétés, pour les
deux types dexplants et pour tous les milieux. Les explants perdent leurs
caractéristiques d'origine. Nous avons constaté que I'élargissement de la cellule et la
division cellulaire prédomine pour former une masse inorganisée des cellules. En
conséquence, les explants subissent un des changements irréversibles dans sa forme
et la taille, et est suivie par l'apparition de petites masses cellulaires irrégulieres
autour ou sur les bords coupés ou sur les surface cassée et face supérieure, puis le cal

devient plus important au-dela du septieme jour de la culture.



Le taux de callogenése varie de 60 a 100% pour les deux variétés pour les milieux M1
et M4 avec Spunta et M5 et M4 avec Kondor. Mutasim et al. (2010) ont produit des cals dans
la variété de pomme de terre dans les 7-17 jours, 100% des explants ont été formés jaune et

cals aqueux et a enregistré le plus haut degré pour la formation de cals.

Des résultats similaires ont été rapportés par Shirin et al. (2007) et Nistor et al. (2009),
apres le 20e jour, les cals de bourgeons et entre neceuds ont présenté une structure compacte
avec des couleurs différentes: vert, brun, blanc. Cals a partir d'explants de bourgeons de
Kondor développé organes (tiges, racines et laisse méme sur les milieux (M1, M2, M3 et M4)
et Spunta dans les milieux (M3, M4 et M6). Apres deux mois, les cals a partir d'explants de
bourgeons produits des microtubercules dans les milieux (M2, M3 et M4) pour Kondor.
D'autre part les entre-nceuds peuvent proliférer indéfiniment et a peu ou pas d’organogenese
sauf pour la variété Spunta dans les milieux M1 dans lequel elle a développé de petites

racines.

Table 14 : Effet de différentes concentrations de NAA et NAA-BAP sur la texture et la
couleur aprés une semaine et deux mois de la formation des cals dans le cas d’explant de

germes pour les deux variétés

Hormones Texture et coulgur apres une | Texture et coulgur apres deux
g/ semaine mois
Spunta Kondor Spunta Kondor
M1 | NAA | 0.5 | Friable-Blanc Friable- Vert- Clair Vert-Jaune
BAP 1 Blanc
M2 | NAA 1 Friable-Blanc | Friable-Blanc | Vert- Clair Brun-Vert
BAP 0.5
M3 | NAA 2 Friable-Blanc | Friable-Blanc Brun Vert
BAP 2
M4 | NAA | 0.5 | Friable-Blanc | Friable-Blanc | Vert- Clair Vert-Jaune
M5 | NAA 1 Friable-Blanc | Friable-Blanc | Vert- Clair Brun-Vert
M6 | NAA 2 Friable-Blanc | Friable-Blanc | Vert-Jaune Vert-Jaune




Table 15: Effet de différentes concentrations de NAA et NAA-BAP sur le pourcentage de
callogenese aprés une semaine et deux mois de la formation des cals dans le cas d’explant de

germes pour les deux variétés

Hormone Taux de callogenese Jours a Pinitiation de
(%) cals
mg/I
Spunta Kondor Spunta Kondor
M1 NAA 0.5 75 80
BAP 1
M2 NAA 1 75 30
BAP 0.5
M3 NAA 2 75 50
BAP 2 Trois a cings jours
M4 NAA 0.5 75 70
M5 NAA 1 66.66 70
* ANOVA M6 NAA 2 100 90
(p=0.05) M 77.77 65
non oyenne :
significativ Ecart-type 11.38* 21.67*
e

1. 1.1 B les explants de tiges

Pour les explants de tiges le nombre de jours a I’initiation des cals varie de 3-5 jours
pour les deux variétés, a I’instar des germes, il est toujours précédé d'un blanc friables pour
tous les milieux (figure 06), ensuite par l'apparition de petites masses cellulaires irréguliéres
autour des bords coupés ou sur les bords de coupe ou de la surface cassée et face supérieure,

puis, le cal devient plus grand au-dela du septiéme jour de la culture.



Table 16:Effet des différents concentrations de NAA et NAA-BAP sur le pourcentage de

callogenese aprés deux mois de la formation des cals dans le cas d’explants d’entre-nceuds

pour les deux variétés.

Hormonales | Taux de callogenése | Jours a Dinitiation de
mg/ (%) cals
Spunta | Kondor Spunta Kondor
M1 NAA 0.5 60 80
BAP 1
M2 NAA 1 100 80
BAP 0.5
M3 NAA 2 100 80
BAP 2 Cing jours
M4 NAA 0.5 100 100
M5 NAA 1 100 60
M6 2 NAA 60 100
Moyenne 100* 84*
Ecart-type 0 07.48

*ANOVA (p=0.05) non significative

Aprés deux mois de culture les cals sont compactes et prennent des couleurs vert clair,

vert-jaune et vert pour les deux variétés suivant le milieu de culture. Le taux de callogenése

varie de 30-90% avec Kondor pour les milieux M2 et M6 respectivement, et de 66,66 -100

avec la variété Spunta pour les milieux M5 et M6 respectivement (Tableau 18 et 19,

Figure 06).
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Figure 06: Variation du taux de callogenése aprés trois mois d’incubation sur les milieux
NAA/BAP pour les explants de tige de Spunta et Kondor.

Table 17: Effet des différents concentrations de NAA et NAA-BAP sur la texture et la

couleur aprés une semaine et deux mois de la formation des cals dans le cas d’explant

d’entre-nceuds pour les deux variétés

Hormones Texture et couleur des cals aprés une | Texture et couleur des cals
semaine apres deux mois
mg/I
Spunta Kondor Spunta Kondor
M1 | NAA | 0.5 | Blanc-friable Blanc-friable Vert- Vert- Claire
Claire
BAP | 1
M2 | NAA | 1 | Blanc-friable Blanc-friable Vert- Vert- Claire
Claire
BAP | 0.5
M3 | NAA | 2 | Blanc-friable Blanc-friable Vert- vert-jaune
Claire
BAP | 2
M4 | NAA | 0.5 | Blanc-friable Blanc-friable Vert- Vert
Claire
M5 | NAA | 1 | Blanc-friable Blanc-friable vert-jaune | Vert- Claire
M6 | NAA | 2 | Blanc-friable Blanc-friable vert-jaune | vert-jaune




1. 1.2 Le poids frais

Le poids frais des cals de germes aprés deux mois de culture varie de 0.13 & 0.77g
pour M6 et M2 avec Spunta et de 0.18 a 0.40 g pour M4 et M5 avec Kondor (Tableau 20,

Figure 07).

Tableau 18 : Variation du poids frais des germes dans les différents milieux avec Spunta et

Kondor aprés deux mois d’incubation sur les différents milieux en présence de (NAA et

NAA/BAP).
Milieux Poids frais (g)
Spunta Kondor
M1 0.40 0.28
M2 0.77 0.18
M3 0.50 0.38
M4 0.24 0.15
M5 0.46 0.40
M6 0.13 0.22
Moyenne 0.41 0.26
Ecart-type 0.20 0.20
P=0,169, ANOVA non significative
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Figure07 : Variation du poids frais des germes dans les différents milieux avec Spunta et Kondor

aprés deux mois d’incubation sur les différents milieux en présence de (MS+NAA et NAA/BAP).



Figure 08 : Effet de 1'auxine et cytokinine rapport sur I’induction de cals pour des explants de

pommes de terre (entre-nceuds et germes) cultivés in vitro.

a: L'initiation des cals blancs aprés une semaine dans le milieuM3 3 (02/02 mg / 1) avec Spunta. b: cals vert
Compact dans toute la surface de entre-nceuds des explants de Kondor en milieu 3 (2/2 mg /1) aprés 40 jours. C:
developpement des racine et des tiges sur le Cal de Spunta des germes cultivés en milieu 5 (2 mg /1) aprés 40
jours. d: Cals vert a la surface des explants de’ entre-nceuds de Kondor en milieu 5 (1 mg /1) aprés 20 jours. e:

Formation de microtubercules sur les cals de Kondor dans le milieu de 1 (0,5/1 mg /1) aprés 40 jours.

1.1.3 Etude de la structure anatomique de certains cals

La découverte révolutionnaire du siecle est que les cals peuvent étre générés
artificiellement in vitro (Gautheret 1939; Nobécourt 1939) et que I'équilibre entre deux
hormones végétales, auxine et cytokinine, détermine I'état de la différenciation et la
dédifférenciation (Skoog et Miller, 1957).

Un cal se compose d'une masse amorphe de cellules parenchymateuses lachement
disposées provenant des cellules proliférantes du tissu d'origine. Fréquemment, a la suite

d'une blessure, un cal se forme naturellement a I'extrémité d'une tige ou d'une racine coupée.

Selon les travaux de Kibler et al., 1980) sur le Datura a partir d’explant d’antheéres, les
cultures de cals obtenus sont principalement constitué de deux types de cellules, c'est-a-dire
de petites cellules méristématiques avec une forte activité de division cellulaire, et des cellules



du parenchyme non différenciées avec des taux de division cellulaire faible qui relient entre
les zones méristématiques 1’un a l'autre, dont la taille varie selon la concentration en kinetine.
D’autre part, Bonnel et al (1983) in: Buffard-Morel. (1992), ont montré qu’il y a une diversité
des tissus d’origine des cals obtenu de canne a sucre a savoire : 1’épiderme, la gaine

perivasculaire, fibres sous épidermique et tissus vasculaire.

L'étude histologique des cals obtenu a partir d'explants internodale apres 3 et 60 jours
montre que la division cellulaire est produite dans I'épiderme seulement apres trois jours de
culture (figure 09 D), la division cellulaire étendue a la premiére couche du cortex, les petites
protubérances avec des cellules allongées (figures 09 C-D) sont constitué par des cellules
formées en tant que résultat de la division et deviennent visible sur I'épiderme et sur les
surfaces de coupe, les cellules de cette région sont relativement indifférenciées et
méristématique (figure 09F), densément protoplasmique et avec de grands noyaux et tous

subissent une division cellulaire active (Figure 09 E).

La taille de cal augmenté et deviens compact aprés deux mois (figure 09 b) apres la
prolifération des casl superficielles friables, selon Juan et al. (2012), il y avait de larges
espaces intercellulaires entre les cellules de cellules non embryogénes et les cellules ont une

tres faible capacité de division.

Branka et Marija (2001) en étudiant la calogenese avec des combinaisons de 2,4-D et
de BAP différentes montrent que I'analyse histologique des tissus de cals cultivés sur tous les
milieux testés a montré qu'il est principalement composé de cellules parenchymateuses. Les
amas de cellules parenchymateuses étaient entourés de régions méristématiques. La formation
de régions méristématiques est vigoureuse pour les cals cultivés sur des milieux contenant des

concentrations plus élevées de kinétine.

Cependant, il a également été reconnu que les cals sont tres diverses et peuvent étre
classés en sous-groupes en fonction de leurs caractéristiques macroscopiques. Par exemple,
les cals sans régenération d'organes apparents sont appelés généralement cals friables ou
compact (figure 09A), autres cals qui affichent des degres de régénération d'organes sont
appelés racinaires, caulinaires ou cals embryonnaires, selon les organes qu'ils générent
(Zimmerman, 1993; Frank et al., 2000. Momoko et al., 2013). Ainsi la couleur et la texture

des cals varient selon la nature des régulateurs de croissance (Soumahoro et al., 2015).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ikeuchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24076977

Figure 09. Etude histologique des cals de Spunta. A: Coupe transversale des entre-nceuds de pommes

de terre (ct: Cortex, ep: I'épiderme). B: tissus de la tige (am: amyloplaste). C: initiation de cal a partir des cellules
de I'épiderme et du cortex. D: Forme des cellules de cal obtenu dans la figure C (cal : prolifération de
I'épiderme). E: Les cellules de la culture de cals aprés deux mois N: noyau). F: développement de cal apres 60

jours (cal compact vert, m: cellules méristématiques).

1.1.4 Effet de Porientation de I’explant sur la callogenése

L’initiation de la callogenése varie selon la position des surfaces de 1’explant sur le
milieu de culture, les explant de tiges placé verticalement sur le milieu M4(0.5 mg/l)NAA
avec Kondor aprés deux mois de culture ont donné des cals sur la surface supérieur de
I’explant et autour de la base inférieur en contact du milieu(figure 09 a). Les cals commencent
sous forme de tissus blancs dispersé puis enveloppe tout I’explant aprés deux mois de culture,
par contre lorsqu’il sont placés horizontalement sur le milieu M5 (1 mg/l de NAA) I’initiation
de la callogenése a commencé sur la surface de 1’épiderme en contact du milieu de culture
(Figure 09 d) et aux extrémités des entre-nceuds sur milieuM6 (2mg/l NAA) avec Kondor
aprés un mois de culture (figure 09b). Cependant pour les explants de germes (sur milieu M6
(2mg/l) avec Kondor apres deux mois de culture) , la callogenese commence a la base des



explants apres gonflement sous forme de tissus blanc puis prendra la couleur vert apres deux

semaines d’incubation (figure 10 c).

La masse de matiére fraiche des cals dépend du milieu de callogenése et de la position
de I’explant sur tous les milieux de culture, ce paramétre augmente en allant de la position

apicale a la basale et a la médiane de 1’origine des explants (Haouala et al., 2010).

Le nombre de bourgeons formés est plus élevé a I'extrémité apicale qu'a I'extrémité
basale des explants. Le nombre de bourgeons et de tiges formeés est plus élevé lorsque les
explants sont placés verticalement que lorsqu'ils se trouvent a la surface du milieu (Figure
10). Pour I'extrémité apicale, ce nombre est plus élevé dans les explants placés
horizontalement que lorsqu'ils sont insérés en position inversée verticalement sur le milieu de

culture (Garcia-luis et al., 1999).



Figure 10 : Influence de I’orientation de 1’explant sur la callogenése.

a :Cal avec entre-nceuds posé verticalement sur milieu M4(0.5 mg/l)NAA avec Kondor apres
deux mois de culture.b :Début de callogenése sur les extrémités des entre-nccuds de Kondor
déposé horizontalement sur milieu M6(2mg NAA) apres un mois de culture.c :Début de
callogenese sur la base des germes sur milieu M6 (2mg/l) avec Kondor aprés deux mois de
culture. d :Explant de tige placés horizontalement sur le milieu M5 (1 mg/l de NAA)
I’initiation de la callogenese a commencé sur la surface de I’épiderme en contact du milieu de
culture apres 40 jour.

1.1.5 Obtention de microtubercules sur les cals

Les microtubercules de pomme de terre (S. tuberosum L.) produits in vitro sont
actuellement utilisés dans de nombreux secteurs de 1’agriculture comme matériel pour la
recherche (Coleman et al., 2001 ; Ranalli et al., 1994), la conservation des ressources
génétiques et la distribution internationale de génotypes cultives (Estrada et al., 1986), ainsi
que pour les systemes de certification (Slimmon et al., 1989). Les facteurs qui affectent la
production de microtubercules in vitro comprennent les régulateurs de croissance, le cultivar,



la photopériode, la qualité de la lumiére, les concentrations de saccharose et la température
(Gopal et al., 2004).

y

Figure 11: Formation de microtubercules sur les cals obtenues de milieux différents.
A :Formation de microtubercule sur milieu embryogéne (NAA/BAP=0,2/1 mg/l) a partir des cals issus de 2mg/I
NAA aprés trois mois d’incubation des explants de germes de la variétés Kondor .B: Formation de
microtubercule sur milieu embryogéne M2 (NAA/BAP=1/0,5 mg/1) aprés deux mois d’incubation des explants
de germes de la variété Spunta.C : Formation de microtubercule sur milieu embryogéne M2 (NAA/BAP=1/0,5
mg/l) aprés deux mois d’incubation des explants de germes de la variété Spunta. D :Taux de microtuberisation

¢élevé sur milieux M1 (0.5/1 mg/l de NAA/BAP) aprés deux mois d’incubation.

La tubérisation in vitro est rendue possible en cultivant des mini-boutures sur un

milieu minéral de base MS (Co6ng-Linh, 1995), enrichi de benzyladenine (2,5-5,0
mg/1) et de 8% de saccharose. Al-Safadi et al. (2000) ont utilisé le milieu MS supplémenté
avec 0,8% d'Agar, 6 mg/l de BA, 4 mg/l de kinétine et 60 g/l de saccharose, pour la
production de microtubercules in vitro qui a pris six semaines pour former des
microtubercules. Les cals de pomme de terre a été montré pour étre capable de développer des
organes, a savoir les bourgeons les tiges et des racines et des micro- tubercules selon le
milieu de culture et la combinaison hormonale (figure 11 et 08).



Une observation rare surprenante dans notre étude de cals de la pomme de terre est la
formation de microtubercules, a partir des germes de tubercules sur milieu M1 (0.5/1 mg/l)
avec Kondor et M2 (1/0.5 mg/l) avec Spunta, pendant 37 a 60 jours d’incubation pour 10%
des explants incubés , ainsi qu’en présence de (1mg/l BAP -0.2 mg/l 2,4-D) avec Kondor
(Figure 11).

Seyedardalan et David. (2015) ont trouvé des résultats similaires a partir de 10% des
explants de feuilles sur un milieu additionné d’auxine et de cytokinine aprés cinq semaines
d’incubation. D’autre part Novak et al. (1980) en étudiant 1’effet des régulateurs de
croissances sur la multiplication de pomme de terre par les méristemes terminales a montré
que les concentrations élevées de BAP induit la formation des cals sur les bases des

méristéemes terminales.

Yoesef et al. (1997) en travaillant sur la microtuberisation de Spunta a signalé la
formation de cal sur milieu MS avec 2 mg/l BAP et des concentrations de NAA variant de
(0.5-2) mg/l. L’induction de la microtuberisation a été induite aussi avec le 2,4-D (2,26 uM)
et BAP (22,19 uM) en augmentant le nombre, le diamétre et le poids des microtubercules
(Ghavidel et al., 2012).

Les auxines influent sur la rhizogenése et la formation de cals également sur le méme
phénomeéne dans toutes les espéces. Dans cette étude, on a observé que l'auxine lorsqu'il est
utilisé seul (M4, M5 et M6) produit des cals blancs friables dans une période plus courte (une
semaine) pour les deux variétés (figure 10A), et est devenu au bout de huit semaines compact,
vert clair ou vert jaune (figures 10 B.C). Khadiga et al. (2009) ont produit des cals friables
vert dans une semaine a partir de pommes de terre cultivar en utilisant différentes
concentrations de 2, 4-D. Le plus haut degré pour Spunta (80% avec M1 et 100%, avec M2 et

M3) avec les explants de germes et entrenceuds ont été enregistrés consécutivement.

L'utilisation de la NAA seule pour callogénése (Tableau 18), a révélé que quel que soit le
génotype ou le type d'explants utilisé, le taux de formation de cals d'explants de bourgeons se
situe entre 60% et 100% dans les milieux (M1, M2 et M3) pour Spunta et 80% pour Kondor
pour tous les milieux. Cependant, pour les explants d’entre-nceuds, le taux de formation de
cals est de 75% pour tous les milieux dans le cas de Kondor et varie de 30% a 100% pour
Spunta. Ces résultats sont similaires a ceux de Shirin et al., (2007) qui ont utilisé le 2, 4-D
pour I'induction de cals a partir d'explants foliaires et internodales et ont obtenues a partir de

quatre variétés de pommes de terre, y compris Diamant, et il a été constaté egalement que,



parmi toutes les concentrations et combinaisons le 2,4-D a 3,0 mg / | est la plus efficace a

concentration d'auxine pour I’induction de cals pour tous les explants.
Action de la combinaison (auxine- cytokinine)

Les cytokinines favorisent la multiplication et la différenciation des cellules et des
tissus in vitro. Comme l'auxine et les gibbérellines, qui peut aussi induire un 1’allongement
des cellules. Les résultats représentés dans (Tableau 18) montrent [l'influence de la
concentration des régulateurs de croissance sur la formation de cals dans la pomme de terre.
Le taux le plus élevé de cals (100%) a été obtenu avec les combinaisons (NAA / BAP) (1/0,5
mg /I, milieu M2) et (2/2 mg /I, milieu M3) avec des explants de germes de Kondor. Dans le
milieu M1 (0,5 /1 mg / 1), M2 et M3) avec des explants de germes de Spunta, le taux de
callogenese 80% a été notée. Par ailleurs les taux de callogenese les plus élevé, 90% pour
Kondor et 100% pour Spunta en milieu M6 ont été enregistrés avec les explants d’entre-

nceuds (tableau 19).

Shirin et al. (2007) ont montré que la combinaison BAP- NAA avec des concentrations
de 5 et 4 mg/ |, respectivement, a produit un maximum de cals a partir d'explants nodaux des
cultivars de pomme de terre. Selon (Majid et al. 2014), NAA en combinaison avec BAP (1,0
mg /I pour chacun) ménent au meilleur degré de formation de cals avec des explants de
pommes de terre apres 21 jours d'incubation. D'un autre c6té Héra et al. (2014) ont obtenu le
taux de croissance de la biomasse et I'accumulation maximale pour Nigellasativa avec la
combinaison BAP (2 mg /l) + (NAA 1 mg/I).

Ighilhariz et al. (2008) ont rapporté que l'utilisation de la combinaison hormonale AIA /
kinétine avec différentes concentrations testées (0,5/0,5mg /I, /1 mg/l et 1,5/ 1,5 mg /)
induit la formation de cals a partir d'explants de tiges et des feuilles des espéces Atriplex
canescens et A. halimus, avec différentes quantités de formation de cals en function des
variétés.

Plusieurs études ont montré que l'utilisation de l'auxine et des cytokinine assure
I'initiation ou induction de cals dans un grand nombre d'especes: deux plantes médicinales a
savoir AdhatodaVasica et Ageratum conyzoides (Renu et Nidhi, 2011); Sauropus androgyne
(Udhaya et al., 2012).; Atriplex; Dianthus caryophyllus L.(Mohamed et al., 2014).



Dautre part (Manel et al., 2014) ont été obtenus le taux le plus élevé de la formation de
cals (100%)sur milieu MS additionné de la combinaison (NAA / KI =1/ 1,93 mg /), pour
plante la médicinale Calligonum comosum L. Les interactions des hormonales entre BAP et
NAA étaient le facteur le plus efficace pour l'induction et la production de cals .La
production de cals la plus élevé a été obtenu a partir de 5 jours, pour les plants de Brassica
napus dans un milieu MS avec BAP (0,5/1mg /1) et NAA (0,5/1 mg /) (Borjian et Arak,
2013).

B-Effet de I'explant

On a constaté que la formation de cals a été déclenchée sur toutes les explants testées,
quel que soit leur type était (entrenceuds / bourgeons) ou le génotype (Kondor / Spunta). Nos
résultats montrent que la formation de cals dépend du type d’explants. Les explants de germes
ont la meilleure réponse a la formation de cals, la quantité de cals est comprise entre 60% et
90% pour Kondor et de 60% a 100% pour Spunta.

Nous avons également constaté que les explants de germes ont une forte inclination
pour l'organogenése tandis que les tiges induisent des cals embryogeénes. Les conclusions de
Qamar et al. (2001) sur le kiwi (Actinidia chinensis), a montré que le taux de cals varie en
fonction du type de explants; 97,5% pour les pétioles, 94,5% pour les entre-noeuds, 88% pour

les feuilles et 71% pour les méristémes.

Les variations de 1’aptitude des cals a la formation des différents types d'explants ont
été rapportées dans de nombreuses autres plantes (Ishii et al., 2004). En étudiant les
différents génotypes et les tissus de pomme de terre, y compris: des anthéres, des embryons
immatures zygotique, tiges sections tubercules, feuilles et racines, Thérése et al. (2005) ont
trouvé des taux différents de cals indiquant que le type d'explants influence la callogénése
significativement. D'autre part Mohammad et al. (2014) montrent que la spécificité de la
callogénése selon le type d’explant serait expliquée par leur réactivité différentielle aux

composants des milieux.

C-Effet du génotype

La réponse des tissus en culture est fortement dépendante du genotype. Des
différences génotypiques significatives en matiére de réponse a l'initiation de cal ont été
observées chez les deux génotypes de pommes de terre étudiés. La variété Spunta développe

la meilleur callogénése dans tous les milieux par rapport a la variété Kondor, les travaux de



Gabriele et al. (2003) sur six variétés de Primula montrent que le taux d'induction de cals a
varié entre 24% et 95%, ce qui confirme que le génotype est un facteur limitant dans la
formation de cals. En outre Koutoua et al. (2007), a travaillé sur sept variétés de blé dur

(Triticum durum) et a prouvé que callogénése dépend du génotype de la variété.
1.1.6 Conclusion

L'induction de cals a été obtenue sur un milieu MS additionné de NAA seul et en
combinaison avec la BAP. Cependant, la meilleure quantité de formation de cals, 90% pour
Kondor et 100% pour Spunta en milieu M6 a été enregistré avec des explants d’entre-neouds
.D’ autre part, la variété Spunta développe la meilleur callogénése dans tous les milieux par
rapport a la variété Kondor. Nos résultats indiquent que les cals dépendent du type explants.
Les explants de bourgeons ont la meilleure réponse a la formation de cals, la quantité de cals
est comprise entre 60% et 90% pour Kondor et de 60% a 100% pour Spunta. Les cals de
germe sont développé des pousses et des racines dans tous les milieux, et des micro-

tubercules dans le milieu (M1 et M2).

L’étude histologique montre que I’initiation de la callogenése commence a partir des
tissus superficiels des explants a savoir les premiers assises du parenchyme cortical la forme
des cellules du cal obtenu ressemble au tubercules de pomme de terre, se sont des cellules

méristématiques avec un rapport nucléo- cytoplasmique élevé.

L’orientation des explants de tige sur le milieu de culture influence sur la réponse a la
callogenese, les explant de tiges placé verticalement sur le milieu a donné des cals sur la
surface supérieur de 1’explant et autour de la base inférieur en contact du milieu de culture un
cal blanc dispersé puis le cals enveloppe tout 1’explant aprés deux mois de culture, par contre
lorsqu’il sont placés horizontalement sur le milieu I’initiation de la callogeneése a commencé
sur la surface de I’épiderme en contact du milieu de culture .a I’opposé pour les explants de
germes la callogenese commence a la base des explants apres gonflement sous forme de tissus

blanc puis prendra la couleur vert aprés deux semaines d’incubation.

Une découverte surprenante dans notre étude de cals de la pomme de terre (Solanum
tuberosum L) a partir des germes de tubercules sur milieu M1(0.5/1 mg/l) avec Kondor et
M2(1/0.5 mg/l) avec Spunta, pendant 37 a 60 jours d’incubation pour 10% des explants
incubés , ainsi qu’en présence de (Img/l BAP -0.2mg/l 2,4-D) avec Kondor.



1.2 Essai 2 : Etude de la réponse a la callogenése en présence de concentrations
différentes de I’hormone (NAA /BAP) a I’obscurité.

1.2.1. Etude de I’effet de I’obscurité sur les callogenese aprés une semaine d’incubation

La réponse a la callogenese des explants incubés a I’obscurité varie d’un milieu a
I’autre, elle est précoce pour les milieu M2, M5 et M6, apres une semaine d’incubation les
cals obtenues sont de couleur blanc pour (M6 et M1), Brun pour (M2,M3 et M4) de structure
friable et deviennent blanches avec eémission des racines a la base des explants apres quinze

jours(Figure 12 A, Tableau 21), pour tous les explants testés avec les deux variétés.

Selon Moitreyee et al. (2013) La texture et le type de cals a été influencée par
le type de régulateurs de croissance et explants utilisés, quatre types distincts de cals
ont été obtenus a partir des explants de Aquilaria Lam. blanc, créme jaunatre,
noiratre blanc et brun jaunatre, des cals blanc friable et fragile a été obtenue lorsque
les milieux MS sont supplémenté avec des concentrations élevées de 2,4-D et de
faibles concentrations de Kinétine ont été utilisés et placés dans l'obscurité. 1l est
passé au vert dans les 2-3 semaines apres le transfert a des conditions de lumiére,
d’autre part il a obtenu a D’obscurit¢é avec le milieu MS complété par des
concentrations élevées de NAA et faible de BAP, des cals jaune blanc a creme et des
cals compacts.
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Figurel2 : Variation du taux de callogenése des germes dans les différents

milieux avec Spunta et Kondor aprés deux mois d’incubation sur les différents

milieux en présence de (AA et NAA/BAP) a I’obscurité.



Tableau 19

des deux variétés Spunta et Kondor sur les différents milieux.

. Description des phases de développement aprés 7 jours d’incubation

Milieux Variétés Apres 7 jours 15 jours
Spunta Pas de réponse
M1(NAA/BAP) Kondor - 33% des explants : Cal
(0.5/1) mg/l blanc jaune,
- 66% des explants : Pas
de cal et émission Cals blancs
de racines et émission
M2 ( NAA/BAP) Spunta cal brun de racines sur
(1/0.5)mg/I Kondor cal brun toutes les
M3( NAA/BAP) Spunta Gonflement des cals bruns explants
(2/2) mg/I Kondor Cal brun
M4( NAA/BAP) Spunta cal brun
(0.5/0) mg/I Kondor Début de cal brun
M5( NAA/BAP) Spunta cal brun
(1/0) mg/I Kondor cal brun
M6( NAA/BAP) Spunta Cal blanc
(2/0)mg/I Kondor Cal blanc

Selon Lozzi et al. (2015) le transfert des cals obtenus au milieu dépourvu d’auxine chez le
caroubier a permis le développement des structures embryonnaires globulaires, avec un
maximum de 100% dans le cas d’initiation en présence de 10 uM de 2,4-D. L’effet inhibiteur
del’auxine sur le développement des embryons somatiques a été rapporté par plusieurs auteurs

(Von Arnold et al., 2002; Machakova et al., 2008).



1.2.2. Etude de ’effet de I’obscurité sur les callogenese aprés deux mois d’incubation

Aprés deux mois d’incubation les cals prennent une structure compacte de couleur
brun-blanc pour les deux variétés (Figure 14 CD, Tableau 21) avec un taux de callogenése de
(20- 40%) avec kondor pour les milieux M2 et (M3, M4, M5) respectivement et de (10-30%)

pour M4 et (M1, M2, M3) pour Spunta respectivement, le développement meilleure

été noté chez Spunta avec les milieu (M2, M3, M6) (Figure 15).

Tableau 20: Description de la texture, couleur et degré de développement aprés deux

mois d’incubation des deux variétés Spunta et Kondor sur les différents milieux (MS+NAA et

NAA/BAP).

Milieux | Structure Couleur Degré de développemen
des cals des cals des cals
S K |S |K Spunta | Kondor

M1 Compacte Brun blanc | ++++ ++

M2 Compacte Brun blanc | ++++ 4+

M3 Compacte Brun blanc | ++++ -+

M4 Compacte Brun blanc | ++ ++

M5 Compacte Brun blanc | +++ i

M6 Compacte Brun blanc | ++++ ++++

Des résultats similaire de (Rahayu et al., 2016 ;Martin, 2004 et Elaleem et al .,2009),

montrent que la morphologie des cals ainsi que leurs couleurs et texture sont fortement

influencés par la concentration et le type d’auxine utilisés dans le milieu de culture.

Le poids frais moyen (0.38 g) des explants eté meilleur avec Spunta avec les milieux
(M1,M2 et M5) (Figure 13 ,Tableau 22), selon (Can et al.,, 2016) L'induction de la
callogenese , les taux de formation de bourgeons et le poids de cals ont également été
significativement influencés par le type d'auxine et la concentrations des hormones de

croissance

Selon (Afshari & Kalantari, 2011) les auxines sont largement utilisées pour 1‘induction
de cals. Les Auxines sont impliquées dans la division cellulaire, I’allongement des cellules,

différenciation des tissus vasculaires, la rhizogenése, la formation des racines, I'embryogenése



et l'inhibition de croissance axillaire de pousses. D’autre part la lumiére contrdle la
croissance des plantes et développement principalement de deux fagons: la photosynthese et
la photomorphogénése (Ascencio-Cabral et al., 2008)

La lumiére avait un effet significatif sur la croissance des cals et leur morphogenese,
1‘Inhibition de la prolifération des pousses axillaires et 1‘induction de 1‘activité enzymatique
specifique qui concerne la formation de certains produits secondaires & base de glycoside
flavonoide (George et al., 2008).

Les resultats de Jabbar Taha et Mutasher (2017). sur Citrullus colocynthis L. ont
montré une augmentation de la concentration de certains métabolites secondaires dans les
extraits de cals, par traitement physique (lumieres) et eliciteurs chimiques (ABA,
CuSOR4R.5HR2RO).

Les explants développent apres plus de deux mois d’incubation pour les deux variétés
étudiées des cals volumineux avec une touffe de raines minces blanches et longues, ainsi que

des bourgeons qui se développent en tiges allongés avec de petites feuilles.

La cytokinine influence le transport d'auxine cellulaire en cellule par modification de
I'expression de plusieurs composants de transport d'auxine et module ainsi la distribution
d'auxine importante pour la régulation de l'activité et la taille du méristeme racinaire
(Ru°z"ic’ka et al., 2009).

0,8 -
0.6 7 M Poids frais Spunta
0,4 A M Poids frais Kondor
0,2 -

0 T T T T T 1

Figurel3 : Poids frais des cals obtenu apres deux mois de culture a I’obscurité sur milieux
(NAA et NAA/BAP).

Elfriede et al. (1972) ont étudiés I’influence des différents types d’auxine sur la
callogenése des explants de mais et ont montré que les faible taux de cytokinine / auxine de



0,004 et 0,02 la croissance des cals est seulement favorisée ou produit rarement de petites
racines, des taux supérieurs de cytokinine / auxine de 0,1 a 5 en général donne améliore la
formation de racine . Au plus haut taux de cytokinine/auxine testé (5), les racines étaient

extrémement longues.

Figure 14: Callogenese in vitro de deux variétés de pomme de terre Spunta et Kondor a

I’obscurité en présence de NAA et BAP. A : Cal s blanc aprés 20 jours d’incubation avec Spunta sur

milieu M2 NAA/BAP (1/0.5mg/l).B : cals brun avec Kondor (formation de bourgeon et de racines) apres 1 mois
d’incubation sur milieu M5 (NAA :1mg/l). C et D :Cals bruns avec Spunta sur milieu M5 et M6 aprés deux mois

d’incubation, avec des tiges allongées et des racines denses.



Tableau 21 : Poids frais et taux de callogenese des cals obtenu pour les germes des deux

variétés apres deux mois d’incubation sur les milieux (MS+NAA et NAA/BAP).

Kondor Spunta
Pois frais (g ) Taux de Pois frais () Taux de
callogenese callogenese
M1 0.15 30 0.65 30
M2 0.26 0.93 30
20

M3 0.12 40 0.12 30
M4 0.23 40 0.17 10
M5 0.23 40 0.29 30
M6 0.18 30 0.16 20
Moyenne 0.19 0.38 33.33 25
Ecart- 0.32 0.05 8.16 8.36
type
ANOVA P=0.190 P=0.111
* Taux de callogenése (%)

35 1

30 -

25

20 4 B Taux de callogenése Spunta

15 - B Taux de callogenése Kondor

10

c
0 : : : : : .
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Figurel5 : Variation du taux de callogenese des cals obtenu apres deux mois de culture a
I’obscurité sur milieux (NAA et NAA/BAP).




1.2.3 Conclusion

La composition du milieu de culture et les facteurs physiques tels que la lumiere, la
température et I'nhumidité peut grandement affecter la voie de développement des cellules
cultivées et la morphogenése. Aprés une semaine d'incubation, les cals sont de couleur
blanche pour (M6 et M1), Brun pour (M2, M3 et M4) de structure friable et deviennent blancs
avec émission de racines a la base des explants aprées 15 jours. Aprés deux mois d'incubation,
les cals prennent une structure compacte brun-blanc pour les deux variétés, le résultat de
I'étude a montré que le niveau d'induction du cal et le poids du cals étaient significativement
affectés par les concentrations d'auxine et, le taux d'induction du calus le plus élevé a partir du
milieu (M3, M4 et M5, le poids de cal avec les milieux (M1 et M2) et développement des

racines meilleur a été obtenu & partir du cultivar Spunta.
1.3 Essai 3: Etude de la réponse a la callogenése en présence du BAP seul

Nous avons réalisé un essai de callogenése avec BAP seul en utilisant les
concentrations (0,5-1 et 2 mg/l) pour les deux variétés avec les explants de germes et on a

enregistre le suivi de la croissance dans le tableau suivant :



Tableau 22 : Développement des explants de germes avec BAP seul apres une semaine

d’incubation.
BAP Apreés 6 jours
(mg/l)
Spunta Kondor
- Chez 40% des explants de
germes formation de racine - 60% verdissement,
0,5 sur les explants, - 20% début faible de bourgeonnement

- Chez 40% début d’émission
des racines

- Chez 60% des

explants verdissement,

- Chez 80 % des explants renflement et

verdissement

1
- Chez 20% formation des - Chez 40% des explants, début
racines d’émission des racines
- Chez 100% des explants - Chez 100% des explants,
5 verdissement développement verdissement et développement

des feuilles des bourgeons de

germes

meilleur des bourgeons
- Chez 20% des explants, émission des

racines




Tableau 23: Développement des explants de germes avec BAP seul aprés deux semaines et

deux mois d’incubation.

BAP Apreés 15 jours Apres deux mois
mg/l
Spunta | Chez 40% des explants de germes début
05 d’émission des racines sur les explants,
Kondor | 60% verdissement, 20% début faible de Pas de callogenese
bourgeonnement pour tous les
Spunta Chez 60% des explants verdissement, milieux et pfour s
1 -Chez 20% formation des racines deux varietes, avec
allongement des
Kondor | Chez 80 % des explants renflement et tiges et des racines
verdissement et développement
Chez 40% des explants, début d’émission important des
des racines feuilles
Spunta | Chez 100% des explants verdissement
5 développement des feuilles des bourgeons
de germes
Kondor | Chez 100% des explants, verdissement et
développement meilleur des bourgeons
Chez 20% des explants, émission des
racines

Nous avons effectué un essai avec les concentration de BAP (0.5, 1 et 2 mg/l ) pour

vérifier la réponse a la callogenese , en utilisant les germes de tubercules comme explant ,

Chez 20-40% des explants début d’émission des racines dans les milieux (B1, B2 et

B3) pour Spunta et Kondor (Annexe 01 A et B),

la réponse des explants a ce milieu

commence par verdissement et gonflement pour la plupart des explant pour les deux variétés

dans la premicre semaine , apres deux mois d’incubation sur ces milieux (Figurel5 E F,

Annexe 1, C D), pas de callogenése pour tous les milieux et pour les deux variétés, I’

allongement des tiges et des racines continu avec développement important des feuilles




beaucoup plus en faveur de la varieté Kondor. Le milieu B3 (2 mg/l BAP) donne Chez 100%
des explants, verdissement et développement meilleur des bourgeons pour les deux variétés
(Tableau 24).

Le BAP n’est pas suffisant pour induire la callogenése et nécessite un apport en
auxine, cette association fait penser a un effet synergique et/ou complémentaire des auxines et

des cytokinines sur I’organogenése en général et la callogenése en particulier.

Moitreyee et al . (2013) in (Moitreyee et al., 2013) ont trouvé que le milieu MS est
plus approprié pour l'induction et I'entretien des cals lors qu'elle est complétée avec des
hormones de croissance a haute auxine et un faible taux de cytokine. Selon sarker et Mustafa
la présence du BAP améliore la réponse des explants en matiére du nombre et longueur de
tige par explant et nombre de feuilles.

Chaudhry et a.l (2014) en étudiant I’effet de BAP ou Kin seul et en combinaison avec
NAA sur I’espéce Nigellasativa.L, montrent que le BAP ou la Kin seuls ne donnent aucune
réponse a la callogenése, et uniquement la combinaison avec I’auxine qui donne lieu a des
cals. D’autre part Halmagyi et al. (2002) confirment que les cytokinines in vitro favorisent la
différenciation et la multiplication des cellules et des tissus, ils induisent des processus de

callogénese, ayant une action antagoniste contre l'auxine.

Néanmoins certains chercheurs ont observé la formation de cal avec les cytokinine : Zéatine
,Adenine, Diphénylurée et TDZ ,Pour les bourgeons de chaine liege (EI Kbiach et al , 2002) et
avec BAP pour le blé tendre (Mzour et Amssa ,2002)



Figure 16: Croissance des germes de Kondor et Spunta en présence de BAP.

E,F : Croissance des explants aprés un mois d’incubation, verdissement et début de développement des racines

(E : 2mg/ et 0,5mg/l avec Kondor, F : 1mg/l BAP avec Kondor et Spunta).

1.3.2 Conclusion

Les cytokinines in vitro favorisent la différenciation et la multiplication des cellules et
des tissus ils permettent le développement des bourgeons et I’allongement des tiges. Le mode
d’action des cytokinines est régulé par la présence des auxines, par I’orientation vers la
callogenese 1’embryogenese ou 1’organogenése. Pour la pomme de terre le BAP seul n’est pas
suffisant pour I’induction de la callogenése et nécessite la présences des auxines en

concentration plus importante que les cytokinines .



Partie 2 : induction de la callogenése avec les hormones 2,4-D et BAP

2.1 Essai 1 : Etude de la réponse a la callogenése en présence de rapports auxine
[cytokinine (2,4-D/BAP) différents a la lumiére

La plupart des explants de germes ont répondus aux milicux d’induction de callogenése, la
callogenese est initiee apres 3-5 jours, le taux de calogenése varie de (20- 86%) (Tableau 26,
Figure 17) pour Spunta avec les milieux H1 et H2 , et (25-100 %) pour Kondor avec les
milieux H3 et H1, la croissance meilleurs des cals a été enregistré dans le milieu MS
additionné de 2 mg-1 de 2,4-D avec Kondor; suivie par le milieu MS additionné de 1 mgl-1

de 2,4-D avec Spunta, .

Tableau 24: Texture et couleur des cal aprés une semaine d’incubation sur milieux (MS+ 2,4-
D et 2,4-D/BAP).

Texture et couleur des cals aprés une semaine

Concentration des hormones(mg/l) Spunta Kondor
H1 2,4-D 0.5 Blanc-friable Blanc-friable
H2 2,4-D 1 Blanc-friable Blanc-friable
H3 2,4-D 2 Blanc-friable Blanc-friable
H4 2,4-D 1 Blanc-friable Blanc-friable
BAP 0.5

H5 2,4-D 0.5 Blanc-friable Blanc-friable
BAP 1

H6 2,4-D 2 Blanc-friable Blanc-friable
BAP 2
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Figure 17: Variation du taux de callogenese des germes de Kondor et Spunta sur les milieux
2,4-D/BAP aprées deux mois d’incubation.

Tableau 25:Texture et couleur des cal aprés deux mois d’incubation sur milieux (MS+ 2,4-D

et 2,4-D/IBAP).

Temps ala % de callogenese Poids frais (mg)
Milieux callogenése
Spunta | Kondor | Spunta | Kondor
H1 20 100 0.40 0.34
H2 86 60 0.66 0.44
H3 3 -5 jours 70 25 0.29 0.44
H4 60 60 0.58 0.92
H5 66 40 0.46 0.40
H6 60 50 0.35 0.17
Moyenne 60.33 55.83 0.45 0.45
Ecart-type 21.96 25.38 0.14 0.25
ANOVA (P=0,05) P=0.749 P=0. 749 (ANOVA
(ANOVA non non significative)
significative)




La couleur des cals verte, vert-clair, blanc et brune selon les milieux pour les deux
variétés étudiés (Tableau 27,Figure 12 et 13).L’analyse de variance ne montre pas de

différences significatives entre les deux variétés pour le taux de callogenése.
2.1.1 Le poids frais des cals

Le poids frais des cals varie de (0.29-0.66) pour Spunta avec les milieux H3 et H2
respectivement et (0.17-0.92) pour Kondor avec les milieux H6 et H4 respectivement
(Tableau 28, Figure 18) . L’analyse de variance ne montre pas de différences significatives

entre les deux variétés.

Tableau 26 : Poids frais des cals de germes obtenu aprés deux mois de culture sur milieux
(MS+ 2,4-D et 2,4-D/IBAP).

Texture et couleur des cals apres deux mois d’incubation

Spunta Kondor
Milieux Couleur Degré de Couleur Degré de
développement développement
H1 Vert- Clair + Vert ++
H2 Vert- Clair ++ Vert- Clair +
H3 Vert- Clair + Vert- Claire +++
H4 Brun + Vert- Clair ++
HS5 Brun ++ Vert- Clair ++
H6 Brun + Vert- Clair +
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Figure 18: Poids frais des cals obtenu apres deux mois de culture sur milieux (MS+ 2,4-D et
2,4-DIBAP).

La callogenése chez Spunta et Kondor varient en fonction de la nature et/ou de la
concentration des phytohormones utilisées. La doctrine de Skoog et Miller (1957) a déclaré
que l'auxine et la cytokinine sont nécessaires pour l'induction régressive du cal. L’induction
de est cals toujours précédée d'un gonflement de 1'explant. L’induction de cals a également été
jugée dépendante des hormones, les meilleurs pourcentages de callogenese (86 % et 100 %)
pour Spunta et Kondor respectivement sont obtenus avec les combinaisons BAP/2,4-D de (0,5
et Img/l).

Des constatations similaires ont été rapportés (Tan et al, 2010; Kumar et al.,
2015). Le résultat de Alam et al (2010) ont montré que, lorsque les milieux MS ont
été complétés par les concentrations les plus élevées (2,0-5,0 mg/l) de 2,4-D, 100%

des explants d’arachide ont donné des cals jaunes aqueux.

Des cals vert compact ont été induits lorsque de faibles concentrations de 1,0 et 2,0 mg
L-1 de 2,4-D ont été utilisées, par contre avec plus de 2.0 mg /I 2,4-D, seul le des cals jaune

friable ont été formés (Jeyakumar et al., 2015).

Selon Karim et al. (2014) Le pourcentage le plus élevé d'induction de cals chez S.
hortensias était de 96,67% pour les explants d’hypocotyls dans le milieu consistant en 2 mg
de L-1KIN+ 1 mg/l de 2,4-D, suivis de 70% sur le milieu ayant 1 mg /I de KIN + 1 mg /I de
2,4-D.

Alam et al. (2010) a trouvé aussi que le régulateur de croissance NAA et 2,4-D était
également bon pour l'induction du cal. La meilleure croissance du cal est obtenue quand



Hoque et al. (1992) ont utilisé 2 mg / | de 2, 4-D et 0,5 mg / 1 de kinétine dans le milieu). La
supériorité de 2, 4-D pour l'induction du calcaire régenératif a été rapportée chez différentes
espéces de plantes médicinales (Tomar et Tiwari, 2006), le 2 ,4-D est le meilleur auxine pour

I’induction de cals chez les monocotylédones et les dicotylédones (Khatum et al., 2003).

Le traitement des feuilles de (Ricinus communis L) avec NAA donne de faible
callogenése (2,7 %) par rapport au 2,4-D, le milieu (MS+2,5 mg/l 2,4-D) donne un taux
meilleur de callogenése de 40% avec les explants de feuilles(Khadiga et al., 2015). le
pourcentage de callogenese est positivement corrélé avec le poids frais qui représente la
masse de cellule produisent , selon Zouzou et al. ( 2008) le poids a sec qui représente la
masse de cellules produites pourrait étre considérée comme bonne indice de callogenéese du

coton.

Ramadan et al. (2014) montre que le 2, 4-D en combinaison avec BAP est I'un des
meilleures combinaisons pour l'induction et le développement des cals, cette association
suggére une synergie et / ou complémentaire de l'auxine et de la cytokinine, cette derniére
Stimule la sensibilité tissulaire, en particulier les cellules compétentes pendant la phase de

callogenese.



C- Kondor H3 D- Spunta H3

Figurel9: Influence des différents milieux (MS+ 2,4-D et 2,4-D/BAP) sur la callogenése des

germes apres deux semaines de culture. Les cales de Kondor et Spunta (C, D) aprés deux semaine

d’incubation sur milieux(H3) (Gonflement et verdissement des explants et début de formation de cals blancs)

Cal

A - Kondor H3 | B - Spunta H3 |

Figure 20 : Influence des différents milieux (MS+ 2,4-D et 2,4-D/BAP) sur la callogenése des
germes apres deux semaines et deux mois de culture. Les cales de Kondor et Spunta (A ,B) aprés
deux mois d’incubation sur les milieux (H3), Les cals prennent des couleurs vert, vert clairs et brun, ainsi
formation de bourgeons sur les explants de germes et émission de racine.



2.1.2 Conclusion

Notre premier objectif, dans ce travail, était de maitriser les différentes étapes de la
callogenese pour deux variétés de pomme de terre en présence de 2,4-D seul et en
combinaison avec BAP, nous avons opté des le départ pour les bourgeons comme explant
initial. Des d’explants de germes appartenant & Spunta et Kondor ont ainsi été ensemencés sur
différents milieux de culture afin de déterminer les conditions de culture optimales pour
I’obtention de cals. A part le génotype, deux autres facteurs se sont montrés déterminants. Il
s’agit tout d’abord du type d’auxine, le 2,4-D est le plus efficace pour favoriser 1’induction
des cals. Le résultat optimal au niveau de I’induction de cals a donc été¢ obtenu pour les
variétés Kondor  sur un milieu comprenant 1 mg/l de2,4-D et ainsi que pour le poids frais
sur le milieu 4 (0,5/1mg/l de 2,4-D/BAP ).

I11.2. 2 Essai 2 : Etude de la réponse a la callogenése en présence de concentrations

différentes de 1’hormone (2,4-D) a ’obscurité

2. 2 .1 Description des phases du développement des cals

2.2 .1. A-Milieu 1 : Apres 5 jours de mise en culture (Figure 21A), un tissu blanc commence
a apparaitre sur certains explants de la variété Spunta et Kondor. Les autres explants qui se
sont développés chez la méme variété correspondent a des germes qui ont donnés des racines
uniquement. Au bout de 9 jours, on remarque une augmentation dans le nombre de cals chez
la variété Spunta. Ceci s'explique par le développement tardif des explants qui étaient sans
développement et dont certains ont développés des racines. D'autres germes ont donnés chez
la méme variété des racines uniquement. Chez la variété Kondor, le nombre de cals a diminué
a cause des contaminations et les explants qui se sont développés ont tous donnés des cals
uniquement. Apres un mois jours de développement, le nombre de cals a baissé chez la variété
Spunta a cause des contaminations, Au bout de deux mois (figure 21 D), les cals ont une

apparence compacte et une couleur jaune pale chez Spunta, et Kondor.



Tableau 27: Description de la texture et la couleur aprés une semaine et deux mois
d’incubation de Spunta et Kondor sur les différents milieux (MS+2,4-D et 2,4-D/BAP).

Concentration des Texture et couleur des Texture et couleur des cals
hormones cals apres une semaine apres deux mois
mg/I Spunta | Kondor Spunta Kondor

H1 |24-D |05 Blanc- Blanc- Blanc et Blanc et Jaune-
friable friable Jaune- pale pale

H2 |24-D |1 Blanc- Blanc- Blanc et Blanc et Jaune-
friable friable Jaune - pale pale

H3 |24-D |2 Blanc- Blanc- Blanc et Blanc et Jaune-
friable friable Jaune- pale pale

2.2 .1.B Milieu 2

Apreés 7 jours de mise en culture, un certain nombre, de la variété Kondor, évoluent en
cals qui apparaissent sous la forme de tissus blancs sur les germes. Les autres explants de la

méme variété ont développés des racines uniquement.

Au bout de 30 jours, le nombre de cals augmente respectivement chez la variété
Kondor et Spunta. Une partie des explants de la variété Spunta qui ont développés des racines
ont donné des cals. Et enfin une derniére partie correspondant uniquement a la formation de

racines bien développés.

Apres deux mois de mise en culture, les cals sont de couleur jaune pale et ont une
structure compacte pour la majorité des milieux. Chez la variété Kondor, tous les explants
développés ont donné des cals sauf deux pour lesquels il y a eu formation de racines

uniquement. Les cals sont blancs et peu charnu.



Tableau 38: poids frais moyen des cals des différents milieux, % et temps

callogenése sur milieu (MS+2,4D).

Hormones Taux de callogenése Jours a la callogenése
mg/I (%)
Spunta | Kondor Spunta | Kondor

H1 MS+(0.5) 2,4-D | 1851 05.00

H2 MS+(1) 2,4-D 71.42 66.66 Trois a cings jours
H3 MS+(2) 2,4-D 66.66 28.57
Moyenne 52.19 33.41
Statistiques Ecart-type 29.27 3111

2.2 .1. C Milieu 03

Au bout de 10 jours, tous les explants qui se sont développés ont donnés des cals qui

apparaissent sous la forme de tissus blancs sur les germes des deux variétés. Aucun

développement de racines n'a été observé pendant cette durée, et ce pour les deux variétés

Au bout de 38 jours de développement, un grand nombre de cals obtenus de la variété

Spunta n'ont pas développés des racines et des tiges. Pour le reste de cals, les racines sont

relativement petites et il y a peu de cals qui ont développés des tiges.

Chez la variété Kondor, la majorité des cals formés ont donnés des racines peu
développés et des tiges moyennes. Tous les cals (Spunta et Kondor) ont une consistance
compacte pour la plupart et sont tous de couleur blanche. Chez Spunta sont jaunes pales, pour

la variété Kondor, les cals sont toujours blanc.




Figure 21: Callognenése a 1’obscurité de deux variétés de pomme de terre (Spunta et Kondor)

en présence de 2,4-D.

A : Cals blancs friables sur les germes obtenu aprés une semaine d’incubation avec Spunta sur milieu M3
(2mg/l). B: Cals blans friable sur les germes obtenu aprés 20 jours d’incubation avec Kondor sur milieu
M3(2mg/l). C: Cals obtenu sur les entre neouds aprés 20 jours d’incubation sur milieu M3(2mg/l). D: Cals
jaunes pales compact sur les germes obtenu aprés deux mois d’incubation avec Kondor et Spunta sur milieu

M3 (2mg/l), avec développement de tige jaunes pales et blancs et peu de racines.

Le poids frais des cals

Le poids frais moyen des cals estimé aprés 52 jours de culture dans les milieux 1, 2, et
3 pour les variétés Spunta et Kondor est respectivement représenté dans le tableau 31,figure
21.

Aprés 52 jours de culture, on a enregistré pour les cals qui ont évolués dans le milieu 2
le plus grand poids frais moyen (0,4 g) chez la variété Spunta. Chez la variété Kondor, ce sont



les cals cultivés dans le milieu 3 qui enregistrent le poids frais moyen le plus élevé (0,27g). A
ce niveau de culture ce sont les cals de la variété Spunta qui présentent le poids frais le plus
élevé dans les trois milieux avec une moyenne de 0,34 g par rapport aux cals de la variété
Kondor présentant une moyenne qui s'évalue seulement a 0,20 g (Figure 23). Cette différence
entre les deux variétés montre que le génotype est un facteur limitant qui influence la
croissance des cals. Ceci est conforme a des résultats trouvés par plusieurs auteurs chez
d'autres especes vegétales (la canne a sucre, le riz, le blé dur, le blé tendre) ou I'effet
considérable du génotype sur la capacité de croissance des cals a été observé (Gandonou et
al., 2005).
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Figure 22:Variation du taux de callogenése apres trois mois d’incubation sur les milieux 2,4-
D/BAP pour Spunta et Kondor

Tableau 29: poids frais moyen des cals obtenus dans les milieux M1, M2 et M3 a I’obscurité.

Poids frais moyen (g) Spunta Kondor
0.5 mg/l 0.35 0.14
1 mg/l 0.40 0.20
2 mg/l 0.27 0.27
Moyenne 0.34 0.20
Ecart-type 0.065 0.065




Le 2,4-D additionné au milieu MS en différentes concentrations a montré certaines
variations dans l'induction de la callogenése sur les germes des deux variétés de pomme de
terre. Chez la pomme de terre, les explants des deux variétés requiérent peu de temps (5 jours)
pour l'initiation de la callogenese dans le milieu 1 par rapport aux explants cultivés dans le
milieu 2 et 3 qui nécessitent un peu plus de temps (7 et 12 jours dans le milieu 2 et 10 jours

dans le milieu 3) pour le début de la callogenése.

Le temps d'induction de cals a partir des entre-nceuds de tiges de pomme de terre est
beaucoup plus lent (15 jours) dans une concentration plus élevée de 2,4-D (4 mg) (Vargas et
al., 2005) . Au début de leurs formations, tous les cals apparaissent sous la forme de tissus
blancs sur les germes des deux variétés quelque soit le milieu. Dans le milieu 1, chez la
variété Kondor, l'initiation des cals se manifeste par l'apparition de points blancs qui
formeront un tissu blanc par la suite.

Chaudary et al. (2001) ont montrés dans leurs travaux sur la tomate (Lypopersicon
esculentum L.) que le taux d'induction le plus faible est retrouvé en utilisant les concentrations
0,5 mg/l et 1 mg/l de 2,4-D.

A la fin du développement, la majorité des cals obtenues dans le milieu 1 et 2, des
deux variétés (sauf Kondor dans le milieu 1), portent des racines et des tiges. Les racines sont
tres développées dans le milieu 2 pour les deux variétés et moins développées dans le milieu
1. Les tiges sont moyennes dans les deux milieux. Dans le milieu 3, les cals ont développés

des racines relativement petites et des tiges moyennes et grandes chez les deux variétés.

Une plantule qui se développe a 1’obscurité est étiolée : dépourvue de chlorophylle, ses
feuilles sont petites et sa tigelle longue et mince avec des entrenceuds tres allongés. Ce type de

morphogenese est appelé skotomorphogenése.( Park et al.,1995).

Dans le milieu 3, les calus les racines développées étaient les tiges relativement petites
et moyennes et grandes dans deux variétés. Le calus produit dans I'obscurité était au
commencement jaunatre en couleurs par rapport a la lumiére ou le calus verdatre a été forme,
Humera (2006) a étudie la callogenese chez la pomme de terre pour Deseree et Diamant et a
constaté que le cal produit dans I'obscurité était jaunatre en couleurs par rapport a la lumiere

ou des cal verdatre ont été formé.

Quelque soit le milieu, la nature des cals formés varie selon la variété. Chez la variété
Spunta, tous les cals ont une consistance compacte pour la majorité et une couleur blanchatre

a jaune péale. Les cals de la varieté Kondor ont une consistance compacte pour la plupart et



une couleur blanche a brunatre (milieu 1). Ainsi, les cals sont induits a toutes les
concentrations testés de 2,4-D (0,5mg — 1 mg/l et 2 mg/l) sur les variétés Spunta et
Kondor,Ayolié et al. (2007) ont obtenus chez le blé dur un meilleur taux de callogenése a 3,5
et 4 mg/l de 2,4-D. Dans d’autres travaux réalisés par d'autres auteurs, des cals ont été obtenus
a des concentrations plus faibles de 2,4-D (1 mg/l chez le BIlé tendre; 1,5 ou 2 mg/l chez le

Blé dur) ou beaucoup plus élevées (6 et 8 mg/l).

D'autres auteurs (Rahman et al., 2004) ont obtenus chez le Galanga camphré
(Kaempferia galanga L.) le taux d'induction de cal le plus élevé dans le milieu MS

supplémenté de la combinaison hormonale suivante: 1,5 mg/l 2, 4-D et 1 mg/l BA.

Quelque soit le milieu, la nature des cals formés varie selon la variété. Chez la variété
Spunta, tous les cals ont une consistance compacte pour la majorité et une couleur blanchatre
a jaune pale. Les cals de la variété Kondor ont une consistance compacte pour la plupart et

une couleur blanche a brunatre (milieu 1).

Dans d’autres travaux réalisés par d'autres auteurs, des cals ont été obtenus a des
concentrations plus faibles de 2,4-D (1 mg/l chez le BIé tendre; 1,5 ou 2 mg/l chez le BIé dur)

ou beaucoup plus élevées (6 et 8 mg/l).

D'autres auteurs (Rahman et al., 2004) ont obtenus chez le Galanga camphré
(Kaempferia galanga L.) le taux d'induction de cal le plus élevé dans le milieu MS
supplémenté de la combinaison hormonale suivante: 1,5 mg/l 2, 4-D et 1 mg/l BA.

Pour le poids frais est tres influencé par le génotype, Gandonou et al.(2005) ont trouvé

des résultats conforme avec d’autre especes(la canne a sucre, blé dur et bl¢ tendre).
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Figure 23:Variation du Poids frais aprés trois mois d’incubation sur les milieux 2,4-
D/BAP pour Spunta et Kondor.

2.2.2 Conclusion

Le cal varie en fonction des concentrations de 2,4-D présents dans I'environnement,
toutes les concentrations testées (0.5, 1 et 2 mg/I induit la formation de cal, cependant, avec
quelques différences. En effet, les explants développés dans le milieu 1 (avec 0,5 mg/l de 2,4-
D) ont été précoce en comparaison a ceux développés dans l'autre fois les moyens, qu'ils ont
une réaction plus lente. Le cal dépend aussi du génotype, parce que la nature et croissance
des cals obtenus varie selon la variété, les cals de Spunta sont compacts et ont une couleur
jaune pale a blanchatre, pour Kondor ils sont compacts et ont une couleur blanche a brunatre.
Les plantes qui tolérent I’ombrage axent leur stratégie sur la conservation et ’utilisation des
ressources. Elles ont généralement une croissance faible. Elles présentent a I’ombrage des
modifications au niveau foliaire qui tendent a optimiser 1’assimilation photosynthétique du

carbone.



I11.3 Partie 3 : Influence hormonale sur ’induction d’embryon somatique
3.1 Essai 1: Etude de la réponse a I’embryenése somatique en présence du rapports

auxine /cytokinine (NAA/-BAP) différents a la lumiére

L’incubation des explants de germes et de tiges des deux variétés Spunta et Kondor
dans le milieu de callogenése (NAA-BAP= M1 a M6) donne au préalable de petits cals
blanchéatres apparaissent au niveau des sections des explants apres trois a cing jours, ces cals
proliferent et envahissent le centre des explants. Aprés trois semaines de culture, les cals sont
d'apparence humide, molle et friable de couleurs vert et vert blanchatre et blanc, la croissance

meilleure des cals a été enregistrée pour la variété Spunta pour tous les milieux étudiés.

Aprés deux mois d’incubation les cals des différents explants développent avec tous
les milieux (1-2) bourgeons et des racines denses surtout avec Spunta sur les milieux M2, M4
et M5, dépassant trois mois d’incubation les cals sont plus volumineux et commencent a
brunir et perd la couleur verte apres dégradation de la chlorophylle, par contre les tiges a

partir des bourgeons développés ont devenu plus long avec beaucoup de feuilles (Figure 24).

Le taux de callogenese varie de (30-50 %) pour Spunta avec les milieux (M2, M6-M2),
et varie de (20-80 %) pour Kondor avec les milieux (M6 - M4, M5), le développement des
racines est plus important sur le milieu M5 avec Spunta et M4, M5 avec Kondor (Tableau 32,
Figure 25).



Tableau 30: couleur et croissance des cals apres 15 puis trois mois d’incubation sur les
milieux embryogénes ( NAA/BAP).

Couleur et dégrée de développement des

cals apreés trois semaines

Couleur et dégrée redéveloppement des

cals apreés trois mois

Couleurs Degré de Couleurs Degré de
développement développement
K S S K K S
M1 | Vert blanchatre
+++ ++
M2 | vert blanchatre +++ ++
M3 | vert blanchatre +++ ++ - Allongement de tiges feuillées
M4 | Blanc +++ ++ - Brunissement et nécrose des cals
M5 | Blanc +++ ++ volumineux
M6 | vert blanchatre
+++ ++




_ _ Cals bruns
Tiges et racines

Figure24: développement des cals obtenu avec NAA/BAP sur milieu embrogeéne apres trois

mois d’incubation: A : Cals bruns deux bourgeons avec des racines de Spunta sur milieu embryogéne M1(0.5/1
mg/l de NAA / BAP) des cals obtenu apres trois mois d’incubation B: Cals bruns avec des racines avec un a
bourgeons de Spunta sur milieu embryogéne M2(1/0,5 mg/l de NAA/ BAP) apres trois mois d’incubation sur le
méme milieu .C : Cals bruns sans racines et sans bourgeons de Kondor sur milieu embryogéne M5 (1mg/l de
NAA) aprés trois mois d’incubation sur le méme milieu. D :Cals brun avec un bourgeon avec racines pour
Kondor sur milieu embryogéneM1 (0.5/1 mg/l de NAA /BAP) apreés trois mois d’incubation sur le méme milieu.
E :Cals brun de Kondor avec un a deux bourgeons avec racines aprés trois mois d’incubation sur le méme milieu
embryogéne M3 (2/2 mg/l de BAP/NAA).



Tableau 31: Nombres de bourgeons et racines et taux de callogenése apres trois mois
d’incubation sur les milieu embryogenes ( NAA/BAP).

Milieux Nombres de bourgeons et racines apres Taux de callogenése
de trois mois apres trois mois
culture Spunta Kondor Spunta Kondor
bourgeon Racines | bourgeon | Racines
M1 1 ++ 1 + 40 50
M2 1 ++ 1 + 50 30
M3 1 ++ 2 + 30 30
M4 1 ++ 1 +++ 40 80
M5 1 +++ 1 ++ 40 80
M6 1 ++ 1 + 30 20
Moyenne 38.33 48.33
Ecart-type 7.52 26.39
P=10.39312275, ANOVA non significative

3.2 Essai 2 : Etude de la réponse a ’embryenése somatique en présence de rapports

auxine /cytokinine (2,4-D/BAP) différents a la lumiere

A TPinstar des milieux (NAA-BAP= M1 a M6) I’incubation des explants de germes et
de tiges des deux variétés Spunta et Kondor dans le milieu de callogenése (2,4-D-BAP= M1 a
M6 ) donne au préalable de petits cals blanchatres apparaissent au niveau des sections des
explants apres trois a cing jours ,apres un mois d’incubation les cals sont de couleur vert, vert-
clair et brun pour les deux explant avec tous les milieux, le taux de callogenése varie de (40-
60%) pour Spunta avec les milieux (H1,H4-H3,H7) et de (20-80%) pour Kondor avec les
milieux (H1-H4,H5), la meilleur croissance des cals pour Spunta était enregistré avec les
milieux H2 et H5 et pour Kondor avec les milieux (H3,H4 et H5), le nombre de bourgeons
développés sur les cals varie de 1 pour les milieux (H1,H3,H4 et H6 ) a 2 pour le milieu H3
et H7 avec Spunta et H3 avec Kondor, le développement le plus marqué des racines était noté
avec les milieux (H2,H5 et H7) pour Spunta et (H3,H5) pur Kondor ( Tableau 32, Figure 27)

L’incubation des cals obtenu des milieux H1, H2, H3 dans le milieu embryogéne
(0,2/1mg/1) (2,4D/BAP) montre qu’apres 4 jours de leur transfert sur le milieu 7, les cals qui
ont évolués dans les milieux 2 et 3 des deux variétés Spunta et Kondor sont devenus verts
clair. On a observé 20 a 25 jours apres le transfert sur le milieu 7, sur le plan morphologique,
a l'ceil nu, des cals de couleur verte claire, qui ont augmenté de taille (cals volumineux) et
présentant un aspect rugueux correspondant a des cals embryogenes et ceci pour les deux

variétés. Apres deux mois d’incubations les cals développent des bourgeons qui donnent des



tiges et des raines avec un allongement important puis commencait a brunir a la fin
d’incubation (Figure 24). Selon Ashrafi et al. (2010) I'un des problémes de la culture du cal
est le brunissement des explants surtout pendant les deux premiers semaines de culture. Ce

processus est le résultat de production et oxydation de composés phénoliques par les explants.

Tableau 32: caractéristiques des cals apres trois mois d’incubation dans les milieux

embryogénes ( NAA/BAP).

Texture et couleur et dégrée de Texture et couleur et
développement des cals apres un mois dégrée de
développement des Cals
Milieux (mg/l) apres trois mois
Spunta Kondor Spunta Kondor
Couleur | Degree Degree
de de
delopp delopp
H1 |2,4-D | 0.5 | Vert-Clair Vert
+ ++
H2 (24D |1 Vert-Clair Vert- - Allongement de tiges
++ Clair + -
H3 | 24D |2 | Vert-Clair vertclair | +++ | reuillees
+ - Brunissement et
H4 (24D |1 Brun + Vert- ++ .
sap |05 clair nécrose des cals
H5 |24-D [05 |Brun ++ | Vert- ++ | volumineux
BAP |1 clair
H6 |24-D |2 Brun + vert-clair +
BAP |2
H7 24D |1 Vert- clair ++ Vert- ++
BAP 0.2 clair




Tableau 33 : Notation du nombre de bourgeons et de racines et taux de callogenese apres

trois mois d’incubation sur les milieux embryogeénes (MS+2,4-D et 2,4-D/BAP).

Spunta Kondor Kondor
bourgeon Racines | Bourgeon | Racines
H1 1 1 40 20
+ +
H2 1 1 50 30
++ ++
H3 1 1-2 +++ 60 50
+ Microtub
H 4 1 + 1 ++ 40 80
H5 1 ++ 1 +++ 80
HG6 1 + 1 ++ 30 20
H7 1-2 + 1 + 60 20
++
Moyenne 45.71 42.85
Ecart-type 11.33 27.51
P=10.80379532 , ANOVA non significative
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50 - B Taux de callogeneése cals
apres trois mois Spunta

40 A

30 - B Taux de callogeneése cals
apres trois mois Kondor

20 A

10 A

0 1 1 1 1 1 1

Figure 25: Variation du taux de callogenese apreés trois mois d’incubation sur les milieux
NAA/BAP pour Spunta et Kondor



Figure 26: développement des cals obtenu avec 2,4-D sur milieu embrogéne apres trois mois
d’incubation

A : Cals bruns sans bourgeons sans racines de Spunta sur milieu embryogéne (1/0,2 mg/l de BAP/NAA) des
cals obtenu de (H3, 2mg/l 2,4-D) aprés trois mois d’incubation.B : Cals bruns avec des racines avec un a deux
bourgeons de Spunta sur milieu embryogéne (1/0,2 mg/l de BAP/NAA) obtenu de (H3, 2mg/l 2,4-D) aprés trois
mois d’incubation.C : Cals bruns avec et sans racines avec un & deux bourgeons de Spunta sur milieu
embryogéne (1/0,2 mg/l de BAP/NAA) obtenu de (H3, 2mg/l 2,4-D) aprés trois mois d’incubation D: Cals brun
avec un bourgeon sans racines avec formation de microtubercules pour Kondor sur milieu embryogéne (1/0,2
mg/l de BAP/NAA) des cals obtenu de (H3, 2mg/l 2,4-D) apres trois mois d’incubation.

L’embryogenese somatique donc consister a remplacer le schéma existant d'expression
des génes dans le tissu d'explant pour un nouveau programme d'expression génique
embryogéne (Chugh et Khurana, 2002; Zeng et al., 2007 in Zavattieri, 2010). Ceci n'est
possible que si les cellules sont a la fois compétentes et recoivent les inducteurs appropriés.
L’embryogenese somatique est régie par plusieurs facteurs, y compris les phytohormones, les

protéines, les facteurs de transcription et ainsi que des substances apparentées a différents



stades de developpement (Joshi et Kumar, 2013). Les facteurs affectant 1’embryogenése
somatique varient d’une espéce a ’autre, Chez Arabidopsis, un membre de la famille de la
moutarde, le stress était le facteur le plus important pour contréler I'induction des embryons
somatiques. Les ions osmotiques, les ions de métaux lourds et les contraintes de

déshydratation ont induit la formation d’embryons somatiques (lkeda-lwai et al., 2003).

Selon (Kikuchi et al., 2006), le stress est un facteur important pour I’induction de
I’embryogenése somatique, des études sur l'embryogenese de la carotte ont suggéré que
I'acide abscissique (ABA) est impliqué dans I'embryogenése somatique. Une relation entre
I'ABA endogene et I'induction de I'embryogenese somatique a été demontrée en utilisant un

systeme d'embryons somatiques induit par le stress. Les genes embryonnaires spécifiques

C-ABI3 et les protéines cellulaires embryogéniques (PCE) ont été exprimés pendant le
traitement de stress avant la formation d'embryons somatiques. Le systeme d'induction du
stress pour I'embryogenése s'est clairement distingué par deux phases: I'acquisition de la

compétence embryogéne et la formation d'un embryon somatique

L'embryogenése somatique chez la carotte qui est une plante modéle pour
I’embryogenése somatique est un processus en deux étapes. Les cellules de carotte se
développent tout d'abord en un tissu de cals dans le milieu contenant l'auxine, a savoir 2, 4-D
(0,5-1 mg/l). et quand un tel tissu de cals est transféré sur le méme milieu avec un tres faible
niveau d'auxine ou pas d'auxine, les embryoides sont formés. Si le tissu de cals est maintenu
en continu dans le milieu contenant 2, 4-D, les embryoides ne se formeraient pas (Nissen et
Minocha, 1993).

La formation des tiges et des racines sur les cals dépend du pouvoir morphogénique de
ces cal ,influencé par des concentration élevés des combinaison auxine-cytokinine ceci est
confirmé par Branka et Marija (2001) qui montrent que le tissu de cals cultivés sur des
milieux contenant 1,0, 2,5 et 5,0 pM de 2,4-D et 1,0, 5,0 et 25,0 pM kinétine proliférer mieux
que les cals cultivés sur des milieux contenant de plus faibles concentrations de 2,4-D (0,02,
0,05 et 24:01) et kinétine (0,02, 0,1 et 12 :05) , I’absence de 2,4-D ou les faible concentration

de cette auxine réduit la prolifération et diminue le poids frais des cals.

En revanche, Jayanthi et al. (2001) ont montré que chez Tylophora indica, le 2,4-D
utilisé seul inhibe la formation des embryons somatiques sur cals, mais lorsqu’il est associ¢ a
la BAP ou a la kinétine (0,5 & 3 mgl™), on obtient jusqu’a 70 % de cals qui forment les

embryons avec en moyenne 61 + 3 embryons par cal.
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Figure27 : Variation du taux de callogenése aprés trois mois d’incubation sur les

milieux 2,4-D/BAP pour Spunta et Kondor.

Conformément aux résultats de Hong et Debergh (1995) et Castillo et al. (1998), dans
le méme temps, le 2,4-D a un effet inhibiteur sur la régénération des pousses (Dunstan et
Short 1978, Philips et Luteyn, 1983, Shahin et Kaneko,1986, Silvertand et al., 1996),
probablement en raison de I'abaissement du niveau de la cytokinine. La diminution du niveau
de cytokine par auxines peut se produire soit par inhibition de la biosynthese de la cytokinine
ou par la promotion de la cytokinine inactivation métabolique. La présence de 2,4D inhibe la
différentiation des nodules embryonnaire en embryon somatique, I’effet inhibiteur de l'auxine
peut étre surmonté par l'addition de la kinétine (Kami'nek et al., 1997). In (Branka et
Marija2001) . Selon Nissen et Minocha (1993) le 2,4-D inhibe I'embryogenése somatique en

stimulant la production d'éthyléne qui a son tour supprime I'embryogeneése.

Les auxines représentent un facteur important dans 1’induction de 1’embryogenése
somatique, Parmi ceux-ci, le 2, 4-D est I'un des régulateurs de croissance les plus couramment
utilisés pour des cals embryogenes dans les céréales a des concentrations
Entre 0,1 et 10 uM (Meneses et al., 2005 ; Dalilhia et al,2015). Les plus des monocotylédones
tolerent des doses élevées de I'auxine comme le 2,4-D et ne montrent aucun symptdme de

toxicité et mutagénicité (Pedrosa et Vasil, 1996).



3.3 Conclusion

L'embryogenése somatique est un processus de développement remarquable, les
cellules végétales non zygotes, y compris les cellules haploides, peut former des embryons et,
finalement, une plantes fertiles. Ce processus asexué implique une expression de totipotence,

la dedifférenciation d'une cellule nonzygotique et une redifférenciation subséquente.

Il est influencé par plusieurs facteurs a savoir les régulateurs de croissance le génotype

et le stress (osmotique, ou les ions).

Dans notre essai I’obtention d’embryon somatique €té une étape délicate a cause de la
difficult¢ d’induire d’embryon somatique en variant uniquement la concentration des

hormones (NAA et 2,4-D en combinaison avec le BAP).

On a commence essayé d’effectué une embryogenése somatique indirect en passant par
une phase de calogenése a partir des concentrations différentes de NAA et 2,4-D seul et en
combinaison avec le BAP, les résultats obtenu montrent que la callogenése commence
toujours apres 3-5 jours pour les différentes concentrations testées , le cal formé est de couleur
blanche et de structure friable .Aprés trois mois d’incubation les cals sont molle et friable de
couleurs vert et vert blanchatre et blanc avec la combinaison NAA/BAP, et de couleur de
couleur vert, vert-clair et brun pour les deux explant avec tous les milieux avec la
combinaison 2,4-D/BAP.

Avec (NAA/BAP) le taux de callogenese varie de (30-50%) pour Spunta avec les
milieux (M2, M6-M2), et varie de (20-80%) pour Kondor avec les milieux (M6 - M4, M5), le
développement des racines est plus important sur le milieu M5 avec Spunta et M4, M5 avec

Kondor.

Avec (2,4-D/IBAP) le taux de callogenese varie de (40-60%) pour Spunta avec les
milieux (H1,H4-H3,H7) et de (20-80%) pour Kondor avec les milieux (H1-H4, H5), la
meilleur croissance des cals pour Spunta était enregistré avec les milieux H2 et H5 et pour
Kondor avec les milieux (H3,H4 et H5). Le nombre de bourgeons developpés sur les cals
varie de 1 pour les milieux (H1, H3, H4 et H6 ) a 2 pour le milieu H3 et H7 avec Spunta et
H3 avec Kondor. On a enregistré aprés incubation continu sur le milieu embryogéne (1/0,2
mg/l de BAP/NAA) des cals obtenu de (H3, 2 mg/l de 2,4-D) la formation de

microtubercules, sur les explants de germes pour Kondor.



Dépassant trois d’incubation les cals sont plus volumineux et commencent a brunir et
perdent la couleur verte apres dégradation de la chlorophylle, par contre les tiges a partir des
bourgeons développés ont devenu plus long avec beaucoup de feuilles.

I11.4 Discussion générale

Dans cette étude, on a essayé de déterminé 1’effet des régulateurs de croissance sur I’aptitude
a la callogenese et ’embryogenése somatique a la lumiére et a I’obscurité avec certaine

concentration en auxine (NAA et 2,4-D) seul et en combinaison avec le BAP.

La callogenese a commencé apres trois a cing jours pour tous les essais réalisés, avec une
couleur blanche et une structure friable. Le déclenchement de la calogenése varie selon la
position de I’explant sur le milieu de culture (sur les surfaces des coupes, sur la base des
explants. L’ajout d’auxines (2,4-D ou NAA) aussi bien seules que combinées semble produire

un taux de cals variable d’un essai a [’autre.

Les résultats de nos expériences, nous ont révélé que la callogenése dépendait de la
concentration des hormones de croissance, influencé aussi par le génotype car la variété
Spunta montre les meilleurs taux de callogénése pour tous les essais pour certains
concentrations hormonales, ce taux est variable selon la concentration des hormones utilisées,
des taux élevés sont corrélés positivement avec la concentration des hormones (NAA ou 2,4-

D) pour les deux variétés étudiés.



Tableau 34: Comparaison entre les différentes hormones sur la callogenése

NAA-BAP BAP 2,4-D-BAP Obscurité
Joursala 3-5 jours 0 3-5 jours 5 jours-7jours
callogenese
Taux de 60-90% pour Le taux plus élevé Avec NAA
callogenese Kondor et de cals est de 100% (20- 40% avec
( 60- 100%) avec Kondor kondor et ( 10-
pour Spunta 30%) pour
Spunta).
2,4-D (71.43 %
pour Spunta et
77,78% pour
kondor)
Couleurs des cals | jaune vertou 0 vert, vert-clair et jaune pale et brun
vert clair pour brun pour les deux
les deux variétés
variétés
Texture des cals Friable et 0 Friable et compact Friable puis
compact compact
Microtuberisation | 1-0,5et 0,5-1 0 1-0,2 mg/l 1
mg/l

On a noté par ailleurs, que la croissance des cals varie selon les conditions de culture a
savoir la lumiére et la température, les cals incubé a 1’obscurité donnent des couleurs brun et
une structure friable a compacte, tandis que les cals incubé a la lumiére présentent des
couleurs variable (vert, vert-clair et brun) qui sont due a I’action de la lumiére sur les

pigments photosynthétiques.

Un autre nouveau point considéré original a été soulevé dans cette étude, c'est le réle
des combinaisons auxine-cytokinine (NAA-BAP et 2,4-D-BAP) dans I’induction de
microtubercules a partir des cals aprés une durée plus au moins longue d’incubation sur le
méme milieu 1-0,5 et 0,5-1 mg/l (NAA-BAP) et 1-0,2 mg/l (2,4-D-BAP).

Aprés deux moi de culture, les cals augmentent de volume et changent la couleur
(vert, vert-clair, puis fini par le brunissement) , ainsi la structure devienne plus au moins
compact surtout dans la lumiére , par contre a I’obscurité les cals forment plusieurs racines
blanches sur des cals volumineux . Nous avons montré que I’embryogenése somatique passe
indirectement par un stade cal avant d’arriver a ’embryon somatique ou a 1’organogenése
(caulogenese et rhisogenése) , plusieurs milieux avec des hormones différents (une auxine-

une cytokinine, une auxine-deux cytokinines, deux auxines une cytokinines ou deux auxines




et deux cytokinines et gibbérellines....) ont été utilisés par différents chercheurs sur des
explants différents de pomme de terre a savoir (les disque de microtubercules, les feuilles et
les tiges) , concernant la texture, elle commence toujours friable pour tous les rapports et dans
tous les conditions et avec les deux hormones , puis aprés plus de deux mois d’incubation la
structure devienne géenéralement compact(Tableau 34). Pour la différence entre les
différents rapports (NAA/BAP et 2,4-D/BAP) les résultats obtenues montrent également que
le degré de développement, le poids frais la couleur, et le taux de callogznése sont corrélé
positivement avec le rapport auxine/cytokinine, (c'est-a-dire des concentrations d’auxine
supérieures a celle des cytokinine). D’autre part le rapport NAA/BAP semble relativement
meilleur par rapport au rapport 2,4-D/BAP avec la variété Spunta pour certains parametres
comme le taux de callogéneése, le poids frais et le degré de développement et variable d’une
variété a une autre, par contre pour les couleurs ils sont généralement bruns a vert clair selon
les conditions d’incubation (lumiére ou obscurité¢) pour tous les rapports et avec les deux

hormones (Tableau 35).

Tableau 35 : Différences des réponses de la variété Spunta face aux rapports
différents (NAA/BAP et 2,4-D/BAP)

NAA/BAP | 0,5 ++3a +++ 10-60 0.17-0,65 Vert,Vert- Claire
1 +++a +++ 30-100 0.12-0.29 | Vert-clair, vert-jaune
2 +++ 3 ++++ 20-100 0.16-0.93 Vert- Claire,vert-
jaune
Avec24- | 05 + 60 0.58 Brun, vert et Vert-
D/BAP Claire
1 + 66 0.40 Brun a vert-claire
2 ++ 86 0.66 Vert- Claire
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Conclusion générale

Les résultats obtenus concluent que la callogenése chez la pomme de terre est un
phénomene complexe et variable selon les conditions de culture, le taux de callogenese, le
nombre de bourgeon et de racines et sont corrélés positivement avec la concentration des
hormones (auxines). L'embryogenése somatique, qui est une voie prometteuse chez la pomme
de terre, a besoin d'étre améliorée incessamment en apportant d'autres éléments originaux au
milieu de culture, dans notre essai on pas détecté les fameuses étapes de I’embryogenése
(Globulaire, cordiformes ...). Notre premier objectif, dans ce travail, était de maitriser les
différentes étapes de la callogenése et I’embryogenése somatique pour deux variétés de
pomme de terre. Nous avons opté des le départ pour les bourgeons comme explant initial. Des
explants appartenant a Spunta et Kondor ont ainsi été ensemencés sur différents milieux de
culture afin de déterminer les conditions de culture optimales pour ’obtention de cals. La
réponse de la culture des tissus est fortement dépendante du génotype, des différences
génotypiques significatives dans la réponse d'initiation de cal ont été observées chez les deux
génotypes de pomme de terre étudiés. La variété Spunta développe la meilleur callogénése
dans tous les milieux par rapport a la variété Kondor en fonction de la concentration des
hormones, il existe une gamme de variations de jours nécessaires pour cals initiation, le
pourcentage des explants qui ont développé des cals, la texture, la couleur et le degré de sa
formation.

La couleur et la texture des cals varient selon la nature des régulateurs de croissance et
la présence ou 1’absence de lumiére. Ainsi, on constate par exemple que les cals induits sur les
milieux ou la dose de cytokinine est supérieure a celle de I'auxine (quelle que soit sa nature),
sont généralement de couleur vert claire et de texture friable. Sur le reste des combinaisons,
les cals prennent souvent un aspect chlorophyllien et une texture compacte. L'étude
histologique de cal obtenu a partir d'explants internodale aprés 3 et 60 jours montre que la
division cellulaire est produite dans I'épiderme seulement apres trois jours de culture, la
division cellulaire étendue a la premiére couche du cortex ,les petites protubérances avec des
cellules allongées, sont constitués par des cellules formées en tant que résultat de division et
deviennent visible sur I'épiderme et sur les surfaces de coupe, les cellules de cette région sont
relativement indifférenciées et méristématique. Nous avons essayé de realiser un essai de
callogenese avec NAA/BAP, les explants de germes répondent le mieux a la formation de
cals. Le taux de callogenése est compris entre 60% et 90% pour Kondor et de 60% a 100%

pour Spunta. La couleur des cals apres huit semaines était jaune vert ou vert clair pour les



deux variétes. Le taux le plus elevés cals 100% a été obtenue avec la combinaison (NAA X
BAP) (0,5/ 1 mg /I, le milieu M2) et (02/02 mg / I, le milieu M3) avec Kondor pour les
explants de germes. Nous avons tenté aussi la callogenese avec 2,4-D/BAP, le taux plus élevé
de cals est de 100% avec Kondor dans le milieu 1 (H1) et 80% dans le milieu 2 (H2) avec
Kondor. La meilleure croissance des cals été dans le milieu MS additionné de 2 mg-1 de 2,4-
D avec Kondor; suivie par le milieu MS additionné de 1 mgl-1 de 2,4-D avec Spunta, le plus
haut poids frais a été observée avec Kondor en milieu 4 (H4) et Spunta en milieu2,donc la
concentration hormonale présente une influence evidente sur la croissance des cals in vitro.

Afin de tester ’aptitude a la callogenése des explants de germes des deux variétés de
pomme de terre a 1’obscurité, Spunta et Kondor ont été cultivés a I'obscurité sur le milieu MS
supplémenté de trois concentrations différentes (0,5 mg/l; 1 mg/l et 2 mg/l) de 2,4-D
(respectivement milieu 1, milieu 2 et milieu 3) et NAA (0.5.1et 2mg/l : M4, M5 et M6) et
NAA-BAP :(M1, M2 et M3 (1/0.5-0.5/1 et 2/2 mg/l).La callogenese dépend essentiellement
de deux facteurs: le génotype et la concentration hormonale présente dans le milieu. Toutes
les concentrations testées ont induit la formation de cals chez les deux variétés avec certaines
différences. Les cals friable développés a 1’obscurité sont de couleur blanche au départ puis
deviennent compactent et prennent différentes couleur (jaune pale et brun) a la fin de
I’incubation avec NAA ou 2,4-D. Avec 2,4-D l'initiation de la callogenese commence apres
cinq jours d’incubation pour les deux variétés. Le poids frais moyen le plus important a été
enregistré avec Spunta(0.34 g) dans le milieu 2(1mg/l 2,4-D) (0.27 g) chez Spunta et dans le
milieu 3 (2 mg/l 2,4-D) chez Kondor. Les meilleurs taux de callogenése sont 71.43% pour
Spunta et 77,78% pour kondor. Avec NAA, La callogenése commence apres 7 jours
d’incubation pour tous les milieux étudiés ,aprés deux mois d’incubation, le développement
meilleure des cals a été noté chez Spunta avec les milieu (M1, M2, M3, M6), les cals
prennent une structure compacte de couleur brun-blanc pour les deux variétés avec un taux de
callogenése de 20- 40% avec kondor pour les milieux M2 et (M3, M4, M5) respectivement et
de (10-30%) pour M4 et (M1, M2, M3) pour Spunta respectivement.

Nous avons effectué un essai avec les concentration de BAP (0.5,1 et 2 mg/l ) pour
veérifier la réponse a la callogenése , en utilisant les germes de tubercules comme explant de
deux variétés de pomme de terre Spunta et Kondor, la réponse des explants a ce milieu
commence par verdissement et gonflement pour la plupart des explant pour les deux variétés
dans la premicre semaine , apres deux mois d’incubation sur ces milieux ,pas de callogenese
pour tous les milieux et pour les deux variétés, ceci montre que le BAP seul n’est pas suffisant

pour induire la callogenese et necessite la presence des auxines.



D’autre part nous avons aussi réalisé une expérience sur l'effet du 2,4-D (0,5, 1 et 2
mg /1) et NAA (0,5, 1 et 2 mg /) seul et en combinaison avec la BAP, NAA/BAP (0,5/1,1
/0.5et2/2mg/l)2,4-D/BAP (0,5/1,1/0,5,2/2 et 0,2 / Img /1) sur I’induction d” embryons
somatiques directe (Annexe 07-01). Les explants étaient les germes de tubercules et les entre-
neouds, de deux cultivars de pomme de terre Spunta et Kondor. Les résultats indiquent
qu’apres trois semaine de culture, les cals sont d'apparence humide, molle et friable de
couleurs vert et vert blanchatre et blanc avec la combinaison NAA/BAP, et de couleur de
couleur vert, vert-clair et brun pour les deux explant avec tous les milieux avec la
combinaison 2,4-D/BAP. Le taux de callogenese pour la combinaison NAA/BAP le plus
élevé 50% est pour Spunta avec les milieux (M6-M2), et de 80% pour Kondor avec les
milieux (M4, M5). Pour la combinaison 2,4-D/BAP le taux le plus élevé (60%) pour Spunta
avec les milieux (H3 et 7) et de (80%) pour Kondor avec le milieux (H5). Les cals des
différents explants développent avec tous les milieux (1-2) bourgeons et des racines denses
surtout avec Spunta sur les milieux M2, M4 et MS5. D’autre part le nombre de bourgeons
développés sur les cals varie de 1 pour les milieux (H1, H3, H4 et H6 ) a 2 pour le milieu H3
et H7 avec Spunta et H3 avec Kondor. Dépassant trois mois d’incubation les cals sont plus
volumineux et commencent a brunir et perd la couleur verte apres dégradation de la
chlorophylle (Annexe 07-02).

Une observation surprenante dans notre étude , qui est la formation de microtubercule
sur les cals a partir des germes de tubercules sur milieu M1 (0.5/1 mg/l) avec Kondor et
M2(1/0.5 mg/l) avec Spunta, pendant 37 a 60 jours d’incubation pour 10% des explants
incubés , ainsi qu’en présence de (Img/l BAP -0.2mg/l 2,4-D) avec Kondor.

Perspective

La callegenése avec les explants de pomme n’est pas une étape difficile, par contre
I’initiation d’embryon somatique a partir des cals et le maintien des explants pour une longue

période été pour nous une étape difficile au debut de notre travail.

En perspective ce résultat est trés prometteur et ouvre la voie a la régénération par
embryogenése somatique avec des explants différents de pomme de terre (cellules différenciés
et non différenciées) en utilisant d’autres concentrations en variant 1’équilibre hormonale ainsi
que la maitrise des conditions de 1’environnement stables pour une période dépassant trois
mois.

En fin essayer d’induire I’embryogenése somatique en appliquant un stress (osmotique, avec
des ions ...), avec 1’ajout de source de nitrogénes organique et minérale.



®
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ANnexes




Annexe 1

A et B : Début développement des germes de Spunta et Kondor respectivement aprés une
semaine d’incubation sur milieu M1 par gonflement et verdissement (0.5mg/l de BAP).
C,D :Croissance des explants aprés un mois d’incubation, verdissement et début de

développement des racines (C:1mg/l BAP avec Kondor, D:1mg/l BAP avec Spunta,).




Annexe 2

E -Kondor H4 F -Spunta H4

Influence des différents milieux (2,4-D et 2,4-D/BAP) sur la callogenése des germes
apres deux semaines de culture.Les cales de Kondor et Spunta (A ,B ,E,F) aprés deux
semaine d’incubation sur milieux(H2, et H4) (Gonflement et verdissement des explants et

début de formation de cals blancs)



Annexe 3

Influence des différents milieux (2,4-D et 2,4-D/BAP) sur la callogenese des germes apres
deux semaines et deux mois de culture. Les cales de Kondor et Spunta (,C,D ,E,F) apres
deux mois d’incubation sur les milieux (H4,H6), les cals prennent des couleurs vert, vert
clairs et brun, ainsi formation de bourgeons sur les explants de germes et émission de racines.



Annexe 4

1: Taux de contamination, de brunissement et de réussite pour les deux variétés

Spunta et Kondor sur les différents milieux en présence de (MS+2,4-D).

Spunta Kondor
Milieux de Milieu1 | Milieu 2 | Milieu 3 | Milieu 1 | Milieu 2 | Milieu 3
cultures
Taux de 40,74% | 21,43% |33,33% | 77,5% 11,11% 57,14%
contamination
Taux de 37,04% | 7,14% 0% 17,5% 11,11% 14,28%
brunissement
Taux de réussite | 22,22% | 71,43% | 66,67% | 5% 77,78% | 28,57%

2-Taux de contamination, de brunissement et de réussite pour les deux variétés Spunta et
Kondor sur les différents milieux en présence de (MS+ NAA/BAP)

variétés Spunta Kondor
Milieux de ML M2 | M3 | M4 |M5|M6| M1 |M2| M3 |[M4| M5 | M6
culture
Taux de 58,33 | 50 0 [36.37| 60 | 50 | 21.43 | 50 | 33.33 | 20 | 45.46 | 66.66
contamination’.
Taux de 41.66 | 50 | 100 | 63.63 | 40 | 50 | 78.57 | 50 | 66.66 | 80 | 54.54 | 33.33
réussite’.




Annexe 5

Types de régulateurs de croissance et leur solubilité

Régulateurs Solvants
Auxines 2-4-D EtOH ou 1N NaOH
ANA 1N NaOH

Cytokinines BAP EtOH ou NaOH




Annexe 6

Protocole de dilution d'une solution mere

A partir de la fiole jaugée contenant la solution mére, on préléve du liquide avec la pipette
graduée en depassant le zéro des graduations . On élimine goutte a goutte du liquide jusqu'a
ce que le bas du ménisque affleure la graduation zéro de la pipette. On transvase le volume
calculé de la prise d'essai de solution mere dans une fiole jaugee contenant de 50 a 70 % du
volume final de la solution fille. On agite puis on laisse reposer. A la pissette, on compléte
avec de I'eau distillée jusqu'a 1 cm en dessous du trait de jauge. On procéde a la mise au trait,

au goutte a goutte, avec une pipette Pasteur. On bouche et on étiquette

Calcul du volume v de la prise d'essai dans la solution mére:

La dilution n'affecte pas la quantité de matiere de soluté: n'=n=>C'xV'=Cxv=>
e V°
W= T

Molette

l

Refoulerment
prise d'essai

— G&chette
Aspiration
solution
meére

Pipeteur

Mise au trait, goutte
4 goutte, 3 la pipette
Pasteur

Fipette graduée
verticale

. . . Pissette d'eau
Fiole jaugée distillée

de prélévement
-y

o
o
1

Ficle jaugée
de délivement

50 & 70 %%
d'eau distillée

Solution
mére

Complément d'eau Solution fille

distillée




Annexe07 : Composition du milieu MS

Concentrations de la solution finale
Les macroéléments20 X
Macro-éléments Solution mere Volume a Concentration
mg/I ajouter ml/l finale mg/l
NH;NO3 (mg) 33 000 1650
KNO;3 (mg) 38000 1900
CaCl, - 2H,0 (mg) 8800 50 ml 440
MgSO, - 7H,0O 7400 370
Solution mere mg/l Volume a Concentration
ajouter ml/l finale mg/I
MnSO4 - H20 2 230 22,3
ZnS0O4 - 7 H20 860 8,6
2 H3BO3 620 6,2
e KI 83 0,83
2 Na2MoO4 - 2 25 10 ml 0,25
o < H20
23 CuS0O4 - 5 H20 2.5 0,025
2 S CoCl2 - 6 H20 25 0,025
” Glycine 20 2.0
= Ac. Nicotinique 5 0,5
B3 E Pyridoxine — 5 0,5
=r= s HCI 100 ml
s 2% Thiamine — 1 0,1
> HCI
Myo-inositol 100mg /| 100 mg /|
< Na2EDTA 3730 37.3
@ E § FeSO4 -7 H20 2780 10 ml 27.8
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Résumé

L’objectif principal de cette mémoire est de d’étudier la réponse des différents explants de pomme de terre Spunta et
Kondor a la callogenése et I’embryogenése somatique en présence des combinaisons avec NAA/BAP et 2,4-D/BAP.
Nous avons opté dés le départ pour les bourgeons et les entrenceuds comme explants. La couleur et la texture des cals
varient selon la nature des régulateurs de croissance et la présence ou ’absence de lumiére. Avec la combinaison
NAA/BAP la variété Spunta développe la meilleur callogénése dans tous les milieux par rapport a la variété Kondor
en fonction de la concentration des hormones, il existe une gamme de variations de jours nécessaires pour cals
initiation, le pourcentage des explants qui ont développé des cals, la texture, la couleur et le degré de sa formation.
Pour la combinaison 2,4-D/BAP les résultats indiquent qu’aprés trois semaine de culture, que les cals sont
d'apparence humide, molle et friable de couleurs vert et vert blanchatre et blanc avec la combinaison NAA/BAP, et
de couleur de couleur vert, vert-clair et brun pour les deux explant avec tous les milieux avec la combinaison 2,4-
D/BAP .La croissance des cals varie selon les conditions de culture a savoir la lumiére et la température, les cals
incubé a I’obscurité donnent des couleurs brun et une structure friable a compacte, tandis que les cals incubé a la
lumiére présentent des couleurs variable (vert, vert-clair ,blanc et brun) qui sont due a I’action de la lumiére sur les
pigments photosynthétiques. Le taux de callogenese et le poids frais des cals sont corrélation positivement avec la
concentration des de 1’auxine. L'étude histologique de cal obtenu a partir d'explants internodale aprés 3 et 60 jours
montre que la division cellulaire est produite dans I'épiderme seulement apres trois jours de culture puis s étendue a
la premiére couche du cortex. Pendant I’embryogenése somatique les cals des différents explants développent avec
tous les milieux (1-2) bourgeons et des racines denses. Dépassant trois mois d’incubation les cals sont plus
volumineux et commencent a brunir et perd la couleur verte aprés dégradation de la chlorophylle. Une observation
surprenante dans notre étude qui est la formation de microtubercules a partir des cals des germes de tubercules sur
milieu M1 et M2 apres 37 a 60 jours d’incubation.Cette recherche a permis de mettre en évidence les conditions
nécessaires a la callogenése et I’embryogenése somatique. En fin il est recommandé d’essayer d’induire
I’embryogenése somatique en appliquant un stress (osmotique, avec des ions, ABA..), avec 1’ajout de source de

nitrogénes organique et minérale pour une période dépassant trois mois.
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