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Résumé :

Une sélection in vitro de cals tolérants au stress salin, chez Solanum tuberosum L. var. Kondor et Spunta, a
été entreprise. Pour cela, trois types d’explants issus de vitroplants des deux variétés (feuilles, tiges,
racines) ont été utilisés. Le milieu de Murashige et Skoog, a été utilisé comme milieu de base. La 6-
benzylaminopurine (BAP) (0,5 mg.I™) et I’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique (2,4-D) (0,5 & 4 mg.I™) ont
été ajoutés a ce milieu de base pour étudier la callogénese et la régénération sur les cals.

Chez les deux variétés, les combinaisons BAP/2,4-D ont significativement affectés la callogénese. En se
basant sur ces premiers résultats, c’est la combinaison O,Smg.l'1 BAP/0,5mg. 11 2,4-D qui a été la plus
réactive, et c’est les cals de tiges et de feuilles qui ont donné les meilleurs résultats concernant la
régénération de plantules. La sélection de variants s’est effectuée sur les cals issus de fragments de tiges et
de feuilles des deux variétés sur le milieu MS additionné de la combinaison 0,5 mg.I™* BAP/0,5 mg.I™* 2,4-
D, et de différente concentrations de NaCl (0 & 18 g.I™). Des cals de tiges tolérants ont été obtenus sur le
milieu contenant 7g.I""de NaCl pour la variété Kondor, et sur le milieu avec 9g.1™" de NaCl pour la variété

Spunta. La tolérance des cals sélectionnés s’est maintenue apres plusieurs repiquages.



Mots clés : Solanum tuberosum L., callogénése, régénération, sélection in vitro, stress salin, variants,
tolérance.

Abstract:

An in vitro selection of tolerant cal to the saline stress, at Solanum tuberosum L. cv. Kondor and cv.
Spunta, were undertaken. For that, three types of explants resulting from vitroplants of the two varieties
(Sheets, stems, roots) were used. The medium of Murashige and Skoog, was appointed like basic
medium.The 6-benzylaminopurine (BAP) (0,5 mg.l ™) and acid,-dichlorophenoxyacetic (2,4-D) (0,5 to 4

mg.l %) were added to this basic medium to study the callogénése and regeneration on the cal.

At the two varieties, the Bap/2,4-D combinations significantly affected the callogénese.While being based
on these first results, it is the combination 0,5mg.l * BAP/0,5mg.I™" 2,4-D which was most reactive, and
they is the cal of stems and sheets which gave the best results concerning the regeneration of seedling. The
selection the variable ones was carried out on the cal resulting from fragments of stems and sheets of the
two varieties on medium ms added with the combination 0,5 mg.l * BAP/0,5 mg.l * 2,4-D, and of different
NaCl concentrations (0 to 18 g.I ™).Tolerant cal of stems was obtained on the medium containing 7g.| * of
NaCl for the Kondor variety, and on the medium with 9g.1 * of NaCl for the Spunta variety. The tolerance

of the selected cal was maintained after several subcultures.

Key words: Solanum tuberosum L, callus, regeneration, in vitro selection, saline stress, variable, tolerance.
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Introduction :

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est I’'une des cultures maraichéeres les plus importantes en
Algérie. Sa consommation a atteint une moyenne de 60 kg/habitant en 2006 (F.A.O.stat., 2006). Les
surfaces de cultures ne cessent de croitre, et sont estimées a 85 000ha en 2007 (M.A.D.R., 2007).

Au niveau mondial, la pomme de terre est la quatriéme denrée alimentaire apres le blé, le mais et le riz,
avec une production de 325,3 millions de tonnes en 2007; cette production augmente en moyenne a un
rythme annuel de 4,5% depuis 10 ans (F.A.O., 2007). La pomme de terre est produite dans 150 pays, dont
les principaux producteurs sont : la Chine, la Russie, I’Inde, les Etats-Unis, 1’Allemagne et la Pologne
(F.A.O. stat., 2006).

Compte tenu de la situation actuelle d’insécurité alimentaire, en particulier dans les pays en voie de
développement, un certain nombre de facteurs provoquant une nouvelle diminution de la productivité des
cultures ont surgis. Parmi eux, la disponibilité des terres agricoles, les ressources en eau douce, les stress
biotiques et abiotiques, et les faibles activités économiques dans le secteur agricole sont les facteurs les
plus importants (Athar et Ashraf, 2009).

Ce sont les stress abiotiques qui sont considérés comme les principaux sources de réductions du rendement
(Boyer, 1982 ; Rehman et al., 2005 ; MUNNS et Tester, 2008 ; Reynolds et Tuberosa, 2008).

La salinité un des principaux stress abiotique, affecte plus de 6% des terres de la planéte. Parmi les 230
millions d'hectares actuelles de terres irriguées, 45 millions (19,5%) d'hectares sont affectés par le sel ; et
parmi les 1.500 millions d'hectares en vertu de I'agriculture des zones arides, 32 millions (2,1%) en sont
affectés a des degrés divers (Athar et Ashraf, 2009).

L’ Algérie est I’un des pays ou la salinisation des sols concerne de tres importantes surfaces, notamment
dans les périmétres irrigués de I’Ouest Algérien et dans toutes les zones arides et semi arides. Des travaux
effectués par différents auteurs démontrent que la majorité des sols agricoles en Algérie sont affectés par
les sels (Durand ,1958). Selon Szabolcs (1994), une superficie de 3,2 millions d’hectares en Algeérie est
menacee par la salinisation (Belkhodja et Bidai, 2004).



La salinisation des sols et I’irrigation avec des eaux chargées en sels, constituent une contrainte majeure
pour le développement de la pomme de terre, culture stratégique pour le pays en termes de surface
emblavée et de rendement agronomique. En effet, la pomme de terre est une plante sensible a la salinité et
son niveau de tolérance varie de 1,5 a 2 g/l de NaCl (Maas, 1986). A une concentration de 3,5 g/l, le sel
diminue au minimum de 50% la croissance et le rendement de la plante (Maas et Hoffman, 1977 ; Maas,
1984).

La recherche sur la tolérance a la salinité devient impérative pour pouvoir stabiliser et améliorer les
rendements d’une espece telle que la pomme de terre. Diverses stratégies peuvent étre adoptées pour faire
face au stress salin. Néanmoins, il est trés important de développer une approche d’évaluation efficace pour
la sélection de génotypes tolérants a la salinité qui devrait étre fiable, rapide, facile, pratique et

économique.

L’amélioration génétique par la sélection classique en utilisant des croisements en vue d’obtenir des
génotypes tolérants a la salinité chez la pomme de terre s’avére une approche relativement difficile a
appliquer en raison du temps qu’elle requiert (Bajaj, 1987). Par contre, la sélection de variations induites
par culture in vitro, résultante d’une modification du métabolisme due a une altération génétique ; peut étre
une voie prometteuse pour améliorer la tolérance de cette espéce au stress salin surtout que cette approche
biotechnologique a été utilisée avec succes chez d’autres Solanacées, comme la tomate, 1’aubergine et le

tabac.

La variation somaclonale est une source de diversité complémentaire a I’efficacité de la régénération des
plantes & partir des cultures cellulaires. Elle est utilisable en sélection, en raison du grand nombre de
cellules susceptibles d’étre atteintes. Son utilisation se justifie surtout lorsque le caractére recherché peut
étre sélectionné par des pressions appliquées aux cultures cellulaires.
La régénération de plantules a partir de la culture cellulaire, se fait généralement par la néoformation
d’organes ou d’embryons somatiques qui permet une multiplication conforme; chose intéressante pour la
sélection de variants. Car les variations selectionnées sont conformément reproduite.

Notre travail consiste a entreprendre une étude sur la sélection de cals de pomme de terre (Solanum

tuberosum L. var. Spunta et Kondor) tolérants a la salinité.

Pour atteindre cet objectif il est nécessaire de passer par trois grandes étapes qui sont :

1. La détermination du milieu de culture et du type d’explant favorable a I’induction de cals et a la
régénération de plantules pour chaque variété : cing combinaisons hormonales et trois types

d’explants sont testés pour chaque variété.



. La détermination de la tolérance des deux variétés étudiées a différentes concentrations de NaCl et

la délimitation des intervalles de concentrations a utiliser pour la sélection des cals: pour cela un

essai est conduit en pot sous serre, et un autre en culture in vitro.

. La multiplication répétée de cals sur les concentrations sélectionnées, et sélection des cals tolérants.

Chapitre 1 : Synthese
bibliographique




1. Présentation de la plante :

1.1. Généralités:

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est originaire des Andes péruviennes. Elle est arrivée en

Europe au 16°™ sigcle grace aux espagnols, le tubercule est rapidement adapté aux conditions de

vegétation du nord et devient un aliment de base a une époque de grande croissance démographique.
Introduite en Afrique a la fin du 19°™ siécle; on la rencontre aujourd'hui trés fréqguemment en zones arides
(principalement au nord et au sud du continent Africain) (Bourgneuf, 2002). En Algérie la pomme de terre a

été introduite en 1856 par les Francais (Starsting, 1977).

Les avantages culturaux de cette espéce ont largement contribués avec le temps a son extension rapide.
Avec une production mondiale de presque 315 millions de tonnes en 2006 (F.A.O.stat., 2006); on peut dire
que la pomme de terre est un 1égume prépondérant dans I’alimentation humaine et donc, un des produits les

plus important.

C'est une culture des climats tempérés et humides, mais grace a son adaptation, on la trouve aussi bien

dans les pays chauds que dans les pays froids (Gondé et al., 1968).

La pomme de terre est exigeante en lumicre, ainsi qu’en humidité du sol et de I’atmosphére, surtout
pendant le développement des parties aériennes et pendant la floraison. L'humidité optimale du sol doit étre
maintenue & 80% jusqu'a la pleine formation des tubercules. La partie aérienne de la plante est sensible aux

gelées, elle périt a une température de -0,8°C a -1,5°C. Les tubercules sont plus résistants au froid.

Elle s’épanouit dans des sols silico- argileux ou argileux- siliceux, bien drainés, fertiles, frais et bien
travaillés, elle s’y développe trés bien et donne de trés bons rendements. On peut produire d'excellents

tubercules dans les sols silico- calcaires bien fumés (Kolev, 1979).

En Algérie, les périodes de plantation de la culture de pomme de terre se présentent succinctement

comme suit ;

e De janvier a début avril pour la culture de saison;



e Dejuillet a septembre pour la culture d'arriere-saison;
e D'octobre a décembre pour la culture de primeur.
En termes d'importance, la culture de saison avec environ 53% de la sole pomme de terre occupe la
premiere place suivie par la culture d'arriere- saison avec 34% et enfin par la culture de primeur avec 13%
(AMRAR, 2005).

1.2. Importance de la pomme de terre en Algérie comme culture stratégique:

La pomme de terre est une culture stratégique pour le pays en termes de surface emblavée et de
rendement agronomique. La pomme de terre n'a pris de I'importance dans l'alimentation des Algériens
qu'aprés l'indépendance. Et sa consommation ne cesse daugmenter au fil des années (courbe N°1)
(F.A.O.stat. , 2006).
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Courbe N°1 : évolution de la consommation de la pomme de terre de 1995 a 2005 (F.A.O.stat., 2006).

Face a cette grande consommation, les superficies de culture s'élargissent et augmentent chaque année
de plusieurs milliers d'hectares tout type confondu (saison, arriére saison et primeur). Elles sont passées de
72 690 ha en 1999- 2000 a 83 000 ha en 2003- 2004 (DSA., 2004), soit une augmentation de 10 310 ha en
4 ans pour atteindre 85 000 ha en 2007 (MADR., 2007).

Comme le montre la carte N°1, l'aire de repartition des cultures de pomme de terre se localise

principalement au nord. Quant aux rendements, ils ne dépassent pas les 25 tonnes par hectare.
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N°1: Rendements et aire de répartition des cultures de la pomme de terre en Algérie (C.1.P., 2007)

La production de la pomme de terre ne cesse de subir des variations d'une année a une autre (courbe
N°2). La courbe présente une réelle augmentation depuis 2002, cette augmentation résulte de I'extension
des surfaces cultivées pour la pomme de terre de consommation, et I'importation des semences. Cela est du

a la nouvelle politique tracée par le plan national de développement agricole (PNDA) lancé en I'an 2000.

Elle résulte aussi d'une amélioration de rendement par hectare qui est tributaire de plusieurs facteurs

(semences, fagons culturales, apports en engrais...) (courbe N°3).

Dans les premieres années de I’indépendance, 1’Etat Algérien importait 8000t/an de semences non certifié
et 60 000 t/an de semences certifiées. En outre 30.000 t/an de semences certifiées était produites localement

(Booth, 1979). Pour des causes multiple toutes endogénes, qu’exogenes ; la production de semence pomme



de terre est en régression constante. 20% de la production annuelle de la pomme de terre, sont réservés

comme semences.
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Courbe N°2: évolution de la production de pomme de terre de 1995a 2005 (F.A.O. stat., 2006).
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1.3. Classification taxonomique, origine et description botanique:

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des solanacées (Gallais et Bannerot,
1992 ; Mazoyer, 2002). Le genre Solanum regroupe environ 2000 especes dont plus de 200 sont tubéreuses
(Hawkes, 1990). L’ensemble de ces especes forme un groupe ayant un nombre chromosomique de base 12

et allant du niveau diploide au niveau hexaploide.

Les zones d’origine et de diversification s’étendent tout au long de la Cordillere des Andes du sud du
Chili jusqu’au Venezuela et en Amérique centrale jusqu’au Nord du Mexique. Les zones les plus riches en
especes sont le Centre des Andes (Pérou, Bolivie, Equateur) et le Centre du Mexique. L’habitat s’étage de
0 a 4000 m. Les différentes especes cultivées et leurs relations phylogéniques sont présentées dans la figure
1.

La pomme de terre est une plante annuelle tétraploide (2n= 4x= 48) (Mathurin., 1998). La classification

taxonomique est la suivante:

Embranchement : Spermaphytes;
Sous-embranchement : Angiospermes;

Classe : Dicotylédones;
Sous-classe . Astéridees;

Ordre : Solanales;

Famille : Solanaceées ;

Genre : Solanum;

Espéce : Solanum tuberosum L.

Les caracteres morphologiques de 1’espece changent d’une variété a une autre, et dans la méme variéte,
car ils peuvent subir des variations importantes sous l'influence des conditions climatiques et des

techniques culturales (Grisson, 1983).

Toutefois, les caracteres morphologiques communs aux différentes variétés de pomme de terre se

résument comme sulit :

e Des tiges a section triangulaire présentant des appendices latéraux appelés "ailes"” ;



goniocalyx (2x) phureja (2x)

sparsipilum*(2x) \ /

stenotomun (2x)
megistacrolobum*(2x)
tuberosum
ubsp. andigena (4x)
v
tuberosum ajanhuiri(2x)
subsp. tuberosum(4x)

chaucha(3x)

/ acaule*(4x)
/juzepczukii(Bx)

curtilobum(5x)

*: Espece sauvage.

Figure 1: Origine des espéces cultivées de pomme de terre (Solanum sp.) (d’aprés Hawkes, 1981 In Ross,
1986).




e Les feuilles sont du type imparipenné (Grison, 1983), disposées en alternance sur la tige suivant une
phyllotaxie spiralée. De grandes folioles latérales primaires sont insérées par paires le long d'un pétiole
terminé lui-méme par une foliole unique (7 & 15 par pétiole) et a la base de chaque foliole se développe
un ensemble de petites feuilles nommeées foliolules. Celles-ci se disposent par paire (Roussele et al.,
1996; Loon, 2000; Grison, 1983) ;

e Les fleurs peuvent étre selon la variété blanche, rouge ou violacé (Doornbos et Ros, 1987).Elles sont
disposées sur une inflorescence en cyme bipare. Les fleurs sont autogames et sont souvent male stérile
(environ 1/3 des variétes). Elles ne produisent pas de nectar et sont rarement visitées par les insectes, ce
qui fait que la fécondation croisée est presque inexistante dans la nature (Roussele et al., 1996).

e Les fruits sont des baies sphériques ;

e Les racines présentent la partie la plus intéressante de la plante, par la présence des tubercules qui
conférent a la plante sa valeur alimentaire.

e Le tubercule et le germe se sont les plus caractéristiques d’une variété donnée par leur couleur et leur

forme.

1.4. Reproduction de la pomme de terre:

La pomme de terre est une plante herbacée qui peut étre reproduite par graine (reproduction sexuée),
outil essentiel pour la création variétale car elle aboutit & la formation d’individus génotypiquement
différents des parents ; ou par multiplication végétative (reproduction asexuée) c'est-a-dire par plantation

de tubercules.

Dans tout type de reproduction, la plante conduit a la formation de stolons, dont les extrémités gonflées

par des réserves d'amidon, donnent les tubercules (Rousselle et al., 1996).

La reproduction asexuee, pratiquée dans le milieu agricole, se caractérise par la propagation d’individus

génetiqguement identiques a la plante- mére, aboutissant ainsi a la constitution de clones homogénes.
1.4.1 Cycle végétatif de la pomme de terre:

Le cycle végétatif est tres court (trois a quatre mois), il comporte 6 principaux stades de

développement présentes dans la Figure n°2 :
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Figure N°2: Stade de développement de la pomme de terre (Kotchi, 2004)



1.4.2 tubérisation :

La tubérisation est favorisée par les jours courts et les températures basses. Elle est initiée lorsque la
plante a un volume de feuillage suffisant pour l'induire en vue d'assurer un rendement correct (Gallais et
Bannerot, 1992).

A maturit¢ compléte, tous les tubercules de la méme plante ont sensiblement le méme Aage
physiologique quelque soit leur taille, car ils ont été initiés en un temps relativement court d'une a deux

semaines (Madec et Perennec, 1960; Grisson, 1983).

% Physiologie du tubercule:

Le tubercule une fois récolté passe par deux périodes :

+ Période de dormance:
A la récolte, les tubercules sont en général dormants (Roussele et al., 1996). On appel aussi cette

période de dormance le repos végétatif. La durée de la période dépend:
-De la variété;

-du degré de maturité a la récolte (la récolte avant maturité allonge quelque peu la période de

repos);

-des températures au cours de la saison de croissance, les conditions chaudes pendant la végétation

et les jours courts pendant la croissance abregent la période de repos;
- de la température pendant la conservation ;

- de I'endommagement mécanique du tubercule (sectionnement ou blessure accidentelle) ou maladie

(par exemple mildiou) (Van de zaag, 1985).

Au cours du stockage au froid, une évolution interne du tubercule conduit a la perte de la dormance,
mais aussi a la production des germes a partir des yeux. Les conditions d'environnement favorables a cela
sont: une température de 15 a 20°C, une hygrométrie supérieur a 90% (la germination sera presque nulle

dans un air sec et a une température comprise entre 3 et 12°C)

+ Période de croissance:
En conditions favorables, le bourgeon terminal de I'extrémité apical du tubercule se développe en

germe, et inhibe le développement des autres bourgeons c’est la dominance apicale qui progressivement



disparait et un petit nombre de germes a croissance rapide se développent. L’augmentation du nombre de
germes de plus en plus minces se poursuit, ils s'allongent ensuite se ramifient pour finir avec une

tubérisation qui dure jusqu'a I'épuisement du tubercule.
1.5. Ressources et variabilité génétique de la pomme de terre :

Les premiers croisements interspécifiques chez la pomme de terre ont permis d’introduire une résistance
au mildiou provenant de S. demissum, dés 1850 (Perennec, 1982). La prise en considération de
I’importance des espéces sauvages a encouragé la création de banques de geénes, 1’étude génétique des
especes sauvages, ainsi que la prospection (Masson, 1990). Un grand nombre de variétés posseédent des
génes "sauvages". Ross (1986) recense parmi les variétés européennes, 97 variétés ayant dans leur
ascendance S. demissum, 97 S. tuberosum andigena, 97 S. phureja, 41 S. stoloniferum, 41 S. vernei et 39 S.
acaule (Gallais, Bannerot, 1992).

Les plus importantes collections se trouvent au Pérou (CIP : International Potato Center), aux Etats-
Unis, en Allemagne, en Ecosse, et en URSS. Ainsi, a la Station de Génétique de Sturgeon Bay, dans le
Wisconsin (Etats-Unis), quelques 6 000 types sont conserves sous forme de graines ou de tubercules. Les

caractéristiques génétiques de chacun d’eux sont étudiées (Hanneman et Bamberg, 1986).

Les espéces sauvages, cultivées, ou non, ont été utilisées comme géniteurs dans des programme
d’introduction de résistances chez les cultivars. Par exemple, S. demissum (résistant aux virus PVY et
PLRV, et au mildiou), S. acaule (résistant au froid, au PSTV, PLRV et aux nématodes). Des especes
sauvages, comme S. chacoense, ont égalemen été choisies pour 1’abondance de leurs fleurs et une bonne

compatibilité avec le cytoplasme des clones de type tuberosum.

Un certains nombre de caracteres sont a déterminisme mono ou oligogénique : les caracteres de
présentation du tubercule (Howard, 1970) et les résistances par hypersensibilité a certaines maladies (Ross,
1986). Pour la plus part des autres, le déterminisme est plus complexe et nécessite une approche relevant de
la génétique quantitative.

L’évaluation des différents paramétres génétiques chez la pomme de terre est difficile du fait de la
nature tétraploide et hétérozygote de la totalité du matériel, de la taille importante des expérimentations, de
la stérilité male assez fréquente et de la physiologie du plant. Ainsi, méme en ne prenant pas en compte les
variances d’épistasie comme cela est couramment pratiqué chez les espéces diploides, les dispositifs ne

permettent pas d’évaluer les variances d’effet d’interaction trigénique et tétragénique.



En ce qui concerne le rendement brut, Plaisted et al. (1962), Tai (1976) et Killick (1977) trouvent une

prédominance de 1’ ASC par rapport a I’AGC dans les croisements entre tétraploides.

L’AGC et I’ASC sont significatives pour le nombre et le poids moyen des tubercules dans la population
tétraploide étudiée par Killick (1977), alors que seule I’ASC pour le nombre et I’AGC pour le poids moyen
sont significatives pour Tai (1976). Pour le nombre, Thompson et Mendoza (1984) trouvent une AGC
largement prédominante. Ces divergences sont dues a la différence des fonds génétiques et des plans de
croisements utilisés (Rousselle et al., 1988).

L’AGC pour la teneur en matiere seéche est élevée chez les tétraploides (Johansen et al., 1967) et moyenne

chez les diploides (Ruttencutter et al., 1979).
1.6 Sélection de la pomme de terre :

La sélection amélioratrice de la pomme de terre en vue d’obtenir des génotypes performants présentant
une supériorité portant a la fois; sur les caractéres culturaux (productivité, précocité, résistance aux
parasites, tolérance aux stress abiotiques), et sur les caractéres commerciaux (forme, tenu a la cuisson,

richesse en fécule), peut étre réalisée selon différentes méthodes.

La sélection au niveau tétraploide de la pomme de terre dont le schéma adopté a la Station INRA de
Ploudaniel et utilisé par la quasi-totalité des créateurs de variétés en France et a 1’étranger. Ce schéma
repose sur le principe suivant : croisement sexué entre géniteurs choisis sur leur valeur propre, suivi de
I’élimination progressive de clones par accumulation de données. Beaucoup de caractéristiques sont a
combiner dans le méme génotype, sans qu’il y ait compensation, il s’agit donc d’une sélection a niveaux
indépendants. En outre, ce n’est que 9 ans apres le croisement que les clones conservés sont présentés a

I’inscription au Catalogue. C’est donc une sélection trés longue et compliquée.

La sélection au niveau diploide proposé par Chase (1963), présente comme intéréts principaux, une
simplification des ségrégations génétiques et I’utilisation des especes apparentées diploides en passant par

trois étapes :

L’obtention de dihaploides par croisement entre une variété tétraploide et une espéce diploide particuliére
(Solanum phureja) (Moule, 1982 ; Ducreux et al., 1986 ; Rajnchapel-Messai, 1987 ; Hougas et Peloquin,
1958) ; suivit par la création de populations diploides en croisant la variété ramenée a 1’état dihaploide,
avec une espéce sauvage diploide. Les meilleurs hybrides de premiere génération sont sélectionnés puis

recroisés entre eux ou avec d’autre dihaploides, ainsi peut étre constituée une population améliorée qui



présente une autre variabilité par rapport au groupe tuberosum de départ (Ducreux et al., 1986). La derniere

étape est le retour au niveau tétraploide, 1’état pour lequel la pomme de terre parait étre le mieux adaptée.

La sélection de la pomme de terre en associant plusieurs techniques biotechnologiques peut étre

regroupee en trois grandes catégories :

a.

b.

d.

Reproduction avec changement au niveau de ploidie par 1’androgenése ou la fusion des
protoplastes. Le schéema le plus représentant de ce type de sélection est celui de Wenzel et al.

(1979), qui ont proposé un schéma associant plusieurs étapes de culture in vitro et de sélection a

différents niveau de ploidie. Mais ce schéma ne fonctionne correctement que pour les genes
dominants, il faut noter aussi que 1’androgenéese ne donne pas de trés bons résultats chez la pomme
de terre, et que la régénération et la fusion de protoplastes ne peuvent s’appliquer a tous les

génotypes.

Reproduction non conforme qui a été objet de nombreux travaux porté sur la variation somaclonale
et son éventuel intérét pour la création variétale. Cette méthode est intéressante pour des caracteres

tels que les résistances aux parasites et aux stress environnementaux.

Transformation génétique. Les recherches dans ce domaine ont souvent pris la pomme de terre
comme plante modéle. Des plantes transformées ont été obtenues qui présentent la résistance a des
antibiotiques, des herbicides, aux virus X et Y ou aux insectes (Gallais, Bannerot, 1992).



2. stress salin, tolérance et amélioration des plantes a la salinité:

2.1 Introduction :

Compte tenu de la situation actuelle d’insécurité alimentaire, en particulier dans les pays en voie de
développement, un certains nombre de facteurs provoquant une nouvelle diminution de la productivité des
cultures ont surgis. Parmi eux, la disponibilité des terres agricoles, les ressources en eau douce, les stress
biotiques et abiotiques, et les faibles activités économiques dans le secteur agricole sont les facteurs les
plus importants. (Athar et Ashraf, 2009)

Toutefois, on croit généralement que c’est les stress abiotiques qui sont considérés comme les principaux
sources de réductions du rendement (Boyer, 1982 ; Rehman et al., 2005 ; Munns et Tester, 2008 ; Reynolds
et Tuberosa 2008).

L’estimation du potentiel des pertes de rendement est de 17% en raison de la sécheresse, 20% en raison

de la salinité, 40% due aux fortes températures, 15% pour les faibles températures et 8% par d’autres

facteurs (Rehmane et al., 2005 ; Ashraf et al., 2008).
+ Définition du stress et du stress abiotique:

Le stress subit par une plante peut étre défini comme toute condition (ou combinaison de conditions) qui
empéche la plante de réaliser pleinement 1’expression de son potentiel génétique pour la croissance, le

développement et la production (Levitt, 1980).

Le stress peut étre induit par une nuisance chimique ou une contrainte physique, de maniere réversible ou
permanente, selon que les altérations provoquées dans ces conditions disparaissent ou pas, apres retour a

des conditions de croissance normale (Chretien, 1992).

Un facteur environnemental qui limite la productivité des cultures ou détruit la biomasse est considérée

comme un stress abiotique (Grime, 1979).
2.2 Présentation du stress salin :

Le stress salin est un stress abiotique causé par 1’excessivité des minéraux dans un sol. Les sols salins
existent dans tous les continents sur la terre et la qualité des sols agricoles affectés par la salinité augmente

a I'échelle mondiale.



La salinité affecte plus de 6% des terres de la planéte. Parmi les 230 millions d'hectares actuelles de
terres irriguées, 45 millions (19,5%) d'hectares sont affectés par le sel ; et parmi les 1.500 millions
d'hectares en vertu de I'agriculture des zones arides, 32 millions (2,1%) sont affectés par le sel a des degrés
divers (Munns, 2009).

La salinisation des sols est induite lorsque la surface du sol accumule les ions toxiques par évaporation
de l'eau d'irrigation de surface ou lorsqu’elle est envahie par 1'eau salée souterraine. Les sols salinisés
réduisent la croissance des plantes et le rendement (Epstein, 1976). Les minéraux excessifs qui provoquent
le stress salin sont essentiellement les sels solubles présents dans le sol tels que KCI, K;SO4, MgCl,,
MgSQO,, NaCl, et Na;S04 (Lewis, 1984).

Le NaCl qui est I’élément minéral dominant dans les sols salins, occupe 70% des minéraux des zones
terrestres touchées (Epstein, 1976). Cela justifie le fait qu’il a été au centre de la plupart des études sur le

stress salin a la fois in vivo et in vitro.

Le niveau de salinité des sols est exprimé en CE (conductivité électrique) et I'unité généralement utilisé

est le dSm™, tandis que dans les expériences in vitro sont exprimés en mM, %, mg/l ou ppm.
Une CE de 1 dSm™ est d'environ 11 mM ou 640 mg/l de NaCl (Lewis, 1984).

La salinité est devenue un probléme tres grave pour la production de cultures (Munns et Tester, 2008),
en particulier dans les zones arides et semi- arides. En régle générale, la salinité des terres arides a été

classée en trois types différents :
e zones a faible salinité (CEe 2-4 dS/m) ;
e zones a salinité modérée (CE. 4-8 dS/m) ;
e zones a salinité élevée (CE. > 8 dS/m) (Rogers et al., 2005).

Selon le type de source de salinisation, la salinité du sol peut étre classée comme une salinisation primaire
ou secondaire. La salinisation primaire ou naturelle résulte de I’altération des minéraux dérivés des roches
meére salines ; la salinisation secondaire est causée par l’intervention humaine, tel que l’irrigation, la

déforestation, le surpaturage, ou la culture intensive (Ashraf, 1994).

En se basant sur la relation du sol avec I’eau provoquant la salinisation, Rengasamy (2006) a catégorisé

la salinité en 3 groupes :



e la salinité associée aux eaux souterraines ;
e lasalinité non associée aux eaux souterraines ;
e la salinité associée a I’irrigation.

Il a suggéré que les connaissances au sujet de la salinité et des processus des facteurs de salinisation
dominants peuvent étre mis a jour avec 1’aide des plus récentes techniques géophysiques. Cela sera propice
pour évaluer le matériel tolérant au sel ou a déterminer jusqu’a quel niveau de tolérance de sel, les cultures
doivent étre munies et exigée pour une production de culture économiquement viable dans un

environnement salin (Athar et Ashraf, 2009).
2.3 Latolérance au sel :

La tolérance des plantes au sel est généralement raisonnée en termes qualificatifs de la capacité de la
plante a résister aux effets de sels sans effets négatifs significatifs dans les zones racinaire ou sur le

feuillage. Lunin et al, 1963 ; ont proposé deux régles de base pour les études sur la salinité :
1. latolérance réelle d’une culture donnée a la salinité varie en fonction des stades de croissance ;

2. les valeurs de tolérance a la salinité devront également prendre en considération la partie de la

plante a commercialiser.

Leur étude a démontré que la salinité cause une grande réduction dans les racines que dans la partie
supérieure, chez la betterave. Tandis que, la réduction du rendement pour les bulbes est inférieur a celle
observée dans les parties aériennes. En outre, les genes de tolérance au sel fonctionnent en accord avec
d’autres génes ce qui influence a la fois les caractéres quantitatifs et les interactions environnementaux. Par
conséquent, il n’est pas surprenant que la tolérance au sel est une entreprise complexe contrdlée par de

nombreux génes (Shannon et Noble, 1990 ; Shannon, 1996).
4+ Parametres de la tolérance a la salinité :

En termes de sa mesure, la tolérance au sel est décrite comme une fonction complexe de rendement
selon toute une gamme de concentration de sel (Maas et Hoffman, 1977 ; VAN Genuchten et Hoffman,
1984). La tolérance au sel peut étre mesurée de fagon adéquate sur la base de deux paramétres : le seuil

(CEy), la conductivité électrique qui est la cause de la premiere réduction significative du rendement



maximal attendu (Y max) et la pente (s) (figure 3). La pente est tout simplement le pourcentage du rendement
attendu pour chaque unité de salinité ajouté au dessus de la valeur du seuil de salinité (CE)
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Figure N°3: paramétres de tolérance a la salinité se rapportant au rendement relatif a ’augmentation de

la salinité en zone racinaire (Shannon et Grieve, 1999).
Le rendement () peut etre calculé selon la formule :
Y =100- s (CE. - CEy)

Ou CEe > CEt

Le seuil de tolérance d’une culture a la salinité c.a.d. la concentration de sel ou commence la premiere
réduction du rendement est trés sensible aux interactions environnementales. Elle dépend a la fois de la

précision et la méthode de mesure de la salinité.

Les données fiables des fonctions de la salinité aident les agriculteurs a faire le choix des espéces plus
tolérantes dans les rotations, lorsque les données mises a leur disposition indiquent des baisses de
rendement économiquement désastreuses. Ces données considérées comme fiables, peuvent ne pas 1’étre
sous I’influence d’importants facteurs environnementaux qui présentent d’importantes interactions avec la

salinité et qui sont la température, vent, humidité, lumiére et la pollution de I’air.

En raison des difficultés a mesurer avec exactitude la tolérance au sel, d’autres indices de rendement ont

¢été proposés. 1l s’agit notamment de la tolérance au cours de la germination, de poids sec des tiges, des



racines, du nombre de tiges, des dommages observés sur les feuilles, 1’entretien de la floraison, la taille des

feuilles, le volume du couvert végétale, ou sa qualité, et la survie des plantes.
2.4 Réponses des plantes face a la salinité du sol et de I’eau :

La plupart des especes d’intérét agronomique sont rangées dans le groupe des glycophytes, plantes dites
sensibles au sel parce que leur croissance est diminuée en présence de sel dans le sol. A 'inverse, un

certain nombre de plantes dites halophytes sont naturellement tolérantes au sel (Flowers, 1977).

Les halophytes peuvent vivre dans des sols dont le niveau de salinité est au-dela de 300 mM de NaCl
(Flowers et al., 1977). Inversement, la productivité des glycophytes est réduite dans les sols dont la CE est
d 20 a 30 dSm' (env. 22 - 33 mM de NaCl) (Maas et Hoffman, 1977).
I’effet du stress salin sur les plantes se traduit par, les effets osmotiques et les effets spécifiques des ions
(Munns, 1993; Munns et al., 1995) ainsi que des contraintes nutritionnelles en diminuant 1’absorption de
plusieurs élements (K, P, Ca). Le stress osmotique qui survient en premier, induit une réduction de la
croissance égale dans les plantes sensibles et tolérantes. Puis le stress spécifiques des ions conduit a
I'accumulation d’un niveau d’ions toxiques dans les plantes sensibles au sel, mais pas dans les plantes
tolérantes parce que les plantes sensibles sont moins capables d'exclure ou de cloisonner les sels dans les

cellules végétales. Les halophytes peut survivre sur des sols salés en:

a) excluant les sels de leurs racines et / ou leur sécrétion par les glandes spécialisées sur la surface des
feuilles;

b) cloisonnant les sels dans des vacuoles de cellules (Ashraf, 1994; Shannon et coll, 1994).

Ces deux mécanismes permettent aux halophytes d’éviter la toxicité cellulaire d'ions afin qu'ils puissent
tolérer le stress de la salinité (Ashraf, 1994). Dans les conditions salines ces plantes développent
habituellement des cuticules épaisses sur les feuilles.
La plupart des glycophytes ne peut survivre sur des sols salins ; en vertu du faible potentiel osmotique du
sol, il se produit une déshydratation et la perte de turgescence des cellules. Ensuite, soit ils prélévent
essentiellement Na* et CI" dans le sol, ou ils produisent des osmolytes différents tels que le glycérol,
saccharose, ou de la proline dans le cytoplasme. Les cellules végétales accumulent de grandes quantités
d'ions toxiques dans leurs vacuoles pour résister a la pression osmotique externe (Serrano et Gaxiola,
1994). Ces accumulations d’ions toxiques réduisent les activités enzymatiques et inhibent l'absorption

d'autres ions, par exemple, K * et Ca *2 (Serrano et Gaxiola, 1994).



Les glycophytes plus tolérants a la salinité peut soit exclure le sel (Na ™ et / ou CI") & partir de leurs
cellules par des pompes ioniques, ou de produire différents osmolytes pour compenser le stress osmotique
externe (Shannon et Grieve, 1999; Tal, 1984). Les glycophytes touchés par le stress salin semblent

rabougris et vert foncé avec peu de nceuds et des entre-nceuds courts (Shannon et Grieve, 1999).

Les effets osmotiques de la salinité contribuent a la réduction des taux de croissance, les changements
de couleur des feuilles et du taux de maturité. Les effets ioniques se manifestent généralement par les
dommages sur les feuilles et les méristtmes ou se manifestent les symptémes typiques de carence

nutritionnelle (Shannon et Grieve, 1999).
La figure 4 représente une classification des plantes cultivées selon leur tolérance a la salinité.

De nombreux auteurs ont évalué les effets du stress de la salinité sur la croissance végétale et la
productivité. Ces expériences ont été réalisées soit in vivo (Ahmad et Abdallah, 1979; Bilski et al., 1988;
Levy, 1992, Levy et al., 1988; Paliwal et Yadav, 1980), ou in vitro (Arslan et al., 1987; Morpurgo, 1991;
Morpurgo et Rodriguez, 1987; Naik et Widholm, 1993) dans la pomme de terre, et dans d'autres cultures
comme la luzerne (Medicago sativa) (Shah et al., 1993), porte-greffes d'agrumes (Poncirus trifoliata)
(Beloualy et Bouharmont, 1993), le tabac (Nabors et al., 1980), ou le blé (Maddock et al., 1983), etc.
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Figure 4: catégories pour la classification de la tolérance des cultures a la salinité (Shannon et Grieve,
1999).

2.5 Stratégies pour I’amélioration des cultures contre la salinité :

La salinité du sol ou de I’eau est 1'une des principales contraintes pour les cultures ; en conséquent, il
existe une demande croissante pour de nouveaux cultivars de plante qui ont un potentiel de rendement plus
¢levé sous I’effet des stress abiotiques. Avec les progrés actuels considérables dans le domaine de la
physiologie des plantes et la biologie moléculaire, les espérances sont grandes des sélectionneurs pour

obtenir des cultures tolérantes au sel avec un rendement plus élevé (Athar et Ashraf, 2009).

Diverses stratégies peuvent étre adoptées pour faire face au stress salin. Toutefois, les agriculteurs et les
biologistes sont parfaitement familiarisés avec deux stratégies majeures pour I’utilisation des terres

touchées par la salinité, qui sont, 1’approche technologique et 1’approche biotique (Epstein et al., 1980 ;

Ashraf, 1994).

Dans ’approche technologique, ont peut modifier les sols salés par le biais de mesures expressives et
pratiques de gestion qui permettent aux plantes de croitre et de produire un rendement raisonnable.

Cependant, ces méthodes sont codteuses et ne sont pas toujours une solution pratique au probleme de la

salinité des sols.



Epstein a proposé que nous devons adopter 1’approche biotique et ne pas dépendre uniquement sur
I’approche technologique afin de contrecarrer le probléme de la salinité (Epstein et al., 1980). Cela a été

proposé principalement pour deux raisons principales :

e I’absorption et I’assimilation des éléments minéraux dont Na* et CI” sont génétiquement contrdlés et
peuvent étre manipulés (Ashraf, 1994; 2004; Apse et al., 1999; Tester et Davenport, 2003;
Flowers, 2004; Munns, 2005; Munns et al., 2006);

e certains plantes ont la capacité de croitre sous haute conditions salines (Greenway and Munns,
1980; Ashraf, 1994; 2004; Flowers, 2004).

L’approche biotique est une approche prometteuse pour atténuer le probléme de la salinité des sols du
monde entier. Toutefois, récemment certaines stratégies du potentiels biologiques ont été revues pour
augmenter au maximum le potentiel de tolérance des cultures a la salinité (Ashraf et al., 2008).

Au cours des dernicres années, 1’amélioration génétique de la tolérance a la salinité dans les génotypes
cultivés a été proposée comme la stratégie la plus efficace pour résoudre les problemes de salinité. Comme
il est évident dans la littérature, il existe une variabilité génétique inter- intra spécifique de la tolérance a la
salinité, elle pourrait étre exploitée judicieusement pour la sélection d’une plus grande tolérance au sel. Par
exemple, Moreno et al., (2000) a trouvé une grande ampleur de variabilité génotypique dans des cultivars
d’haricot (Phaseolus vulgaris L.) pour la tolérance au sel au stade semis. Ils ont identifié certains cultivars
tolérants a la salinité au stade croissance avec une grande croissance racinaire et accumulation d’éléments
minéraux. Dans une autre étude, Mano et Takeda (2001) ont constaté que certains cultivars de blé tolérant a
la salinité au stade semis, maintiennent cette tolérance au stade de croissance qui suit.

L’amélioration de la tolérance au sel des génotypes est souvent inhibée par le manque d’efficacité
d’évaluation du stade de croissance pour identifier les génotypes tolérants (Munns, 2002; 2005). Par
exemple, dans un certain nombre de cultures, la tolérance au sel est un phénomeéne spécifique d’un stade de
développement. Ainsi, la tolérance au sel doit étre évaluée a la germination des semis et aux stades adultes
(Ashraf, 2004).

En revanche, en évaluant la tolérance au sel de la tomate au stade semis et au stade maturité, Dasgan et
al.,(2002) suggére que la détermination au stade semis et non seulement moins laborieux, prend moins de
temps et coute moins cher, mais a également un haut niveau de fiabilité.

En condition de champs, la sélection et ’amélioration des plante a la tolérance au sel sont basées et
classées selon le degré d'inhibition de la croissance végétative de la plante ou le rendement (Levy, 1992;
Morpurgo, 1991; Ponnamperuma, 1977 et 1984; Zurayk et al., 1993). Les études sur le stress salin sur

terrain ont rencontré plusieurs problemes communs qui influencent les résultats de classement. La salinite



du sol varie sensiblement avec le temps, I'emplacement et la profondeur du sol (Shannon, 1984). Les
génotypes des vegétaux ont de grandes interactions avec I'environnement (Ekanayake et Dodds, 1993). Les
réactions des plantes sous stress salin varient aussi avec l'ontogenese (Levy, 1992). Tous ces facteurs
conduisent a la diminution des répétitions, ainsi que des investissements importants dans les dispositifs de
suivi dans les essais en plein champ (Saxena et al., 1994; Shannon, 1984). Evidemment l'essai sur le terrain
ne remplit pas les critéres idéaux pour évaluer la tolérance a la salinité des cultures pour une sélection
économique et efficace (Acevedo et Fereres, 1990).

L’amélioration et la sélection de la tolérance a la salinité a été accompli dans des conditions plus
controlees :

A) les serres ou les chambres de culture sont utilisées pour les essais de cultures au stade de germination
des graines ou de levée et des différents stades de croissance (Jones, 1986; Nieman et Shannon, 1976;
Saxena et al., 1994). Les conditions controlées sous la serre éliminent les variations dues a I’environnement
qui existent dans les essais sur le terrain, y compris le type de sol, le climat, et I'emplacement sur le terrain
(Zeroni, 1988). La culture sur sable, la culture hydroponique, dans les chambres de culture controlées ; ont
été utilisés pour évaluer la tolérance au sel des cultures. Il est commode de contrler a la fois la salinité et
la situation nutritionnelle dans la culture (Nieman et Shannon, 1976).

B) les systemes de culture de tissus végéetaux ont été utilisées pour la culture des plantes soit par culture de
cellule ou d’organe (nceud, tige ou racine) (Tal, 1993). Par rapport aux essais sur le terrain ou en serre, la
culture in vitro de cellule ou d'organes permet de tester de grandes populations dans un espace relativement
petit (Wenzel et Foroughi-Wehr, 1990) et de fournir une unité expérimentale relativement homogene (Tal,
1984).

Tout en établissant la technique de sélection appropriée, il est aussi important de comprendre que les
processus physiologiques et biochimiques sont les plus sensibles au stress salin et peuvent étre utilisé
comme un critére efficace de sélection (Ashraf 2004, Ashraf et Harris, 2004).

Par conséquent, il est tres important de développer une approche d’évaluation efficace pour la sélection

de génotypes tolérants a la salinité qui devrait étre fiable, rapide, facile, pratique et économique.

2.6 Toléerance de la pomme de terre a la salinité :

2.6.1 Selon des recherches effectuées in vivo :



La pomme de terre a été classée comme sensible & la salinité par rapport a d’autres espéces (Maas et
Hoffman, 1977). La croissance des plantes et le rendement en tubercules sont négativement affectés par
une CE de sol de 2- 3 dS m™(Zhang, 1998).

La pomme de terre est trés sensible a la sécheresse et la carence en calcium (Abdullah et Ahmad, 1982;
Bilski et al., 1988; Van Hoorn et al., 1993) deux facteurs qui ajoutent les risques de la conduite

d'expériences de tolérance au sel.

Des essais en pot sur la tolérance a la salinité de 7 cultivars de pomme de terre ont révélés que le
rendement de certains cultivars a augmenté a de faibles niveaux de salinité du sol (0,2- 0,4% de sels
mixtes, approximativement 34 - 60mM NaCl). Les concentrations au-dela de 1% pendant ’irrigation
inhibent la tubérisation de 4 cultivars parmi les sept testés (Ahmed et Abdullah, 1979).

La salinité diminue la proportion de gros tubercules en faveur de petits tubercules, moins acceptés
commercialement. Autant la durée de la salinité et / ou la concentration augmente, la sensibilité de la
pomme de terre augmente, en raison d'une diminution de la taille des tubercules a la moyenne (Shannon et
Grieve, 1999).

Dans une étude sur terrain effectuée en U.S. au Laboratoire de salinité en 1951(Bernstein, 1959), il a été
prouvé que la salinité réduit la taille des tubercules et pas le nombre et hate la maturité de la variété «White
Rose». Une réduction de 50% de rendement s'est produite & 6,2 dS m™ dans cette étude. 1l a été noté que la
salinité n'a pas affecté de maniére significative la qualité mesurée par le pourcentage de saccharose et
amidon dans les tubercules. Les concentrations de Ca?* et CI” dans les feuilles et les tiges et celles de Na*
dans les tiges ont augmenté de 3 a 4 fois sur la gamme des traitements étudiés, mais les concentrations de
Na® dans les feuilles sont restées faible. K* et Mg*" dans les feuilles et les tiges n'ont pas été

significativement affectés par les traitements (Maas, 1986).

Paliwal et yadav (1980) ont étudiés la tolérance du cultivar Kufri Chandramukhi au stress salin (4,20, 40 et
80 meqg/l ) (approximativement 4,20,40 et 80 mM NacCl) ; ils ont constatés que ce cultivars peut croitre
normalement quand le sol est irrigué avec une eau salée de 40meq/l (40mM de NaCl), le rendement
diminue de 20% & une CE de 6 dS m™. L’augmentation du taux de salinité pour ce cultivar aussi, avait un

effet plus défavorable sur la taille que sur le nombre des tubercules de pomme de terre.

Dans une autre étude menée dans le Néguev par Nadler et Heuer (1995), il a été noté que la taille des
tubercules, mais pas le nombre de tubercules a diminué avec 1’augmentation salinité, ce qui confirme

encore une fois I'observation initialement formulée par Bernstein et ses collégues.



Levy (1992) a examiné la tolérance au sel de 14 cultivars de pomme de terre en conditions de champs
dans le désert du Néguev. Les irrigations ont été appliquées par goutteurs et la CE de la solution saline
variée entre 1,0- 1,4 ; 3,8- 4,3 et 6,1- 6,9 dSm™ avec un rapport de 2 :1 (en poids) de Na' et Ca*". La
salinité a retardé 1’émergence de la plante, et a augmenté la sénescence, elle a réduit la croissance des tiges
et des racines et tubercules, et a haté la maturité. Les traitements de salinité aux différents stades de
croissance ont des effets différents sur le rendement des tubercules. Le rendement en tubercule a été
diminué de 22 a 31% lorsque le stress salin est appliqué aprés que les plants étaient bien établis. Les
rendements ont diminués de 21- 54% lorsque le stress salin a été applique apres la levée des tubercules. 21-

79% de diminution de rendement a été enregistrée lorsque 1’irrigation est appliquée dés la plantation.

Levy (1992) a constaté que les cultivars & maturité précoce, Atica et Désirée et le clone LT4 ont été les
moins sensibles a une salinité modérée. Mais parmi les 14 cultivars, on avait constaté que la relation entre
le temps de maturation et de la tolérance au sel n'était pas compatible. Malgré le scepticisme de ce
chercheur, I’ensemble des éléments évidents dans la pomme de terre et d'autres espéces indiquent qu'une
portion de tolérance au sel peut étre attribuable a une maturité plus hative aussi longtemps que la précocité
n'est pas associée au déclin des rendements. Cette spéculation est également compatible avec 1’observation
que la hausse des taux de croissance permet a la plante de diluer les effets des ions qui s'accumulent dans

les tissus a la suite de forte salinité (Zhang, 1998).

La tolérance a la salinité de la pomme de terre a été testée dans des expériences sous serres (Bilski et al.,
1988; Levy et al., 1988). Parmi les cultivars Norchip, Norgold Russet, Red Pontiac, et Russet Burbank ; le
cultivar Norgold Russet a été plus tolérant que les autres cultivars en se basant sur le critere du poids sec
des feuilles et des tiges.

L’espéce sauvage de pommes de terre S.kurzianum s’est montrée plus tolérante au sel, par de faible
diminutions en croissance avec 1’augmentation de la salinité par rapport aux cultivars Alpha et Russet
Burbank (Sabbah et Tal, 1995). Il a été constaté que I’espéce sauvage a accumulé plus de Na* que les
espéces cultivées, mais que l'accumulation de CI et la présence de Ca®* peuvent avoir des effets trés

significatifs sur la tolérance au sel.

Les tolérances de 6 espéces sauvages Solanum (S. bulbocastanum, S. chacoense, S. gourlayi, S.
microdontum, S. papita, et S. sparsipitum) ; ont été testé en fonction de parametres tels que : le pourcentage
de germination des semences, le pourcentage de survie des semences, le poids sec de la végétation (Bilski
et al., 1988). La croissance chez les survivants des semis a été réduite par le NaCl (40, 80, et 120 mM).

L’espéce S. chacoense était la plus tolérante en se basant sur la survie des semences.



La germination des graines, la croissance végétative de la plante ou le rendement des tubercules étaient
communément utilisés pour évaluer la tolérance de la pomme de terre a la salinité que se soit des espéeces

sauvage ou des cultivars.

Le nombre de génotypes ou cultivars testés dans ces expériences sont limités, allant de 1 (Paliwal et
Yadav., 1980) a 14 (Levy, 1992) sur le terrain et de 4 (Levy et al., 1988) a 11 (Bilski et al., 1988) dans les
expériences sous serre. Cela reflete le fait que ces tests in vivo présentent beaucoup de contraintes (espace,
temps, colt, interactions avec différents facteurs).

2.6.2 Selon des recherches effectuées in vitro :

Afin de surmonter certains des problémes inhérents aux essais sur terrains, les méthodes de culture in
vitro ont été utilisées pour évaluer la tolérance a la salinité de la pomme de terre. La culture de nceuds
(Arslan et al., 1987), culture d’explant de tige (kim et al., 1995; Morpurgo, 1991; Morpurgo et Rodriguez,
1987; Naik et widholm, 1993), bourgeon axillaire (Potluri et Prasad, 1993); segment d’extrémité de racine
(Naik et widholm, 1993) et microtuberisation (Kim et al., 1995). Ces cultures ont été utilisées pour tester la
tolérance au sel de la pomme de terre. L’évaluation de la tolérance a la salinité¢ au niveau cellulaire se
rapporte aussi a la culture de cals (Burgutin et al., 1996) et des culture de cellules en suspension (Naik et
Widholm, 1993).

Deux cultivars de pomme de terre Fruhbote et Hansa et trois espéces sauvages S. chacoense, S. phureja,

et S. sparsipilum étaient micropropagés par culture de nceuds dans un stress de 0, 4, 8,12 et 16 mmhos cm™
NaCl (environ 0,44, 88, 132 et 176 mM NaCl) (Arslan et al., 1987). En se basant sur la croissance des
plantules aprés 6 semaines de culture, le cultivar Fruhbote était plus tolérant a la salinité que Hansa. Parmi
les especes sauvages S. sparsipilum était plus tolérant que S. phureja , tandis que S. chacoense n’a montré
aucune tendance distincte.
La méme expérimentation a été utilisée pour tester 20 variétés de pomme de terre vis-a-vis du stress salin a
différentes concentrations de NaCl (0,50, 100, 150, 200 et 250mM) (Kim et al., 1995). En se basant sur la
réduction de la croissance en poids frais total, longueurs des racines et des tiges des vitroplants, et le
rendement en microtubercules. 10 des 20 cultivars ont été jugés relativement résistants a la salinité.

Six cultivars de pomme de terre ont été évalués avec la culture des bourgeons axillaires exposés aux sels
de mer (Potluri et Prasad, 1993), un stress salin de 0,4 - 0,8%; environ 68- 136mM de NaCl, a inhibé la
croissance des bourgeons axillaires chez tout les cultivars. Une concentration de sel (0,2%) (env. 34 mM de
NaCl) a été bénéficiaire et augmente le poids sec dans la plupart des cultivars. Le ratio K*/Na* de feuilles
des plantules a été positif en corrélation avec le rendement en poids sec des plantules. La tolérance a la

salinité de six autres cultivars de pomme de terre, Kennebec, Norship, Red Pontiac, Russet Burbank,



Russet Norkotah, et Superior ont été testés en utilisant le NaCl (0,0 — 250mM) avec plusieurs méthodes de
cultures de tissus et avec une expérimentation sous serre (Naik et Widholm, 1993). Les facteurs d’études
ont ¢t¢ I’enracinement des plantules issues de cultures des nceuds, de la croissance des extrémités de
racines, du poids frais des cellules en cultures, et le poids de la plante entiére cultivée sous serre.

Seule la croissance des extrémités de racines était en corrélation positive avec le poids frais, mais pas les
autres parametres de croissance. Sur cela, la culture des extrémités de racines pourrait étre utilisée comme
méthode de sélection préliminaire.

Dans une autre expérimentation Morpurgo et Rodriguez (1987) ont testé la tolérance a la salinité de 8
clones de pomme de terre micropropagés sur le milieu MS (1962) avec 120 mM de NaCl, pendant 1 mois.
Parmi tous les parameétres d’études, celui du poids frais des racines a été le plus touchés par le stress du
NaCl pour tous les clones.

Avec la méme méthodologie, Morpurgo (1991) a testé la tolérance au sel de 10 cultivars de pomme de
terre, sous un stress de 4mM NaCl. 1l a aussi mené un essai sur le terrain. Les niveaux de salinité du sol
varient beaucoup entre les CE de 4,04 7,0 dS m™ (env. 44 -77mM NaCl). Pendant la saison de croissance,
le poids frais des racines était pour ces clones aussi le seul parametre in vitro en corrélation positive avec le
rendement des tubercules de 1’essai sur terrain.

C’est la seule corrélation in vitro et in vivo rapportée pour 1’évaluation de la tolérance de la pomme de terre
a la salinité; malgré les traitements limités en NaCl in vitro et la grande gamme appliquée dans les
variations du champ.

Les lignées cellulaires tolérantes a la salinité dérivées de la culture de cals d’un hybride de pomme de
terre (S. tuberosum L. x S. chacoense Bitt.) sont maintenus dans 1,0 ou 1,5% de NaCl (environ 171 ou 257
mM NaCl) (Burgutin et al., 1996). Les microboutures de plantes régénérees sont cultivées dans le milieu
MS contenant 0,7% NaCl (approx. 120mM). 5 des 38 lignées cellulaires dépassent nettement les hybrides
en croissance végétative. La tolérance a été présente méme apres plus de 60 repiquages. Les plantules n’ont
pas été testées en conditions de terrain. La plupart des études in vitro sur la tolérance a salinité de la
pomme de terre ont utilisé qu’une seule méthode de culture, certains auteurs ont utilisé deux méthodes de
culture, par exemple, culture d’entre nceuds et microtuberisation (Kim et al., 1995) mais ne les ont pas

compare.






3. Multiplication végétative et Sélection in vitro:

3.1 Présentation de la multiplication végétative in vitro :

A coté des techniques traditionnelles qui font appel aux potentialités de I’organogénése de fragments de
végetaux comportant le plus souvent un ou plusieurs bourgeons (Robert et al., 1998), la multiplication
végétative in vitro est un mode de reproduction asexuée artificielle. Elle comprend un ensemble de
méthodes faisant intervenir, d’une part des ¢léments d’asepsie, et d’autre part la mise en place d’un
environnement parfaitement contrélé (milieux définis pour chaque type de plante, conditions optimales de
température, de lumiére, d’humidité,...).

Ces méthodes s’appliquent autant a des fragments de plante (tissus ou organes), qu’a des cellules isolées ou
a des protoplastes (Robert et al., 1998; Zryd, 1988).

La culture in vitro doit toute son extension a la totipotence cellulaire des végétaux.

En principe, toute cellule diploide posséde dans son noyau la totalité¢ de I’information caractéristique du
génotype. La reconstitution d’un individu par voie asexuée a partir d’une cellule ou d’un petit nombre de
cellules est 1I’expression de la totipotence cellulaire.

Mais dans le contexte de la vie intégrée au sein d’un individu pluricellulaire, les cellules n’expriment
généralement qu’une petite partie de cette information.

Cette totipotence repose sur I’aptitude a la dédifférenciation : les cellules peuvent redevenir des cellules
simple, non spécialisées et se différencier ensuite pour donner a nouveau les différents types de cellules
spécialisées.(Beauchesne, 1989; Margara, 1984).

La multiplication végétative in vitro offre des avantages incontestables pour la pratique de la
multiplication végétative dont:

» I’extension de la propagation végétative a un grand nombre d’especes souvent difficile a multiplier
par les méthodes classiques;

> elle est souvent associée a la lutte phytosanitaire. Les plantules obtenues débarrassees des virus,
bactéries et champignons (Margara, 1984);

» reproduction intensive d’individus sur une surface restreinte avec un taux plus élevé que par les
méthodes de culture traditionnelles, et le maintien de la conformité variétale du matériel;

> la possibilité de conservation au froid, ce qui facilite la constitution de « banque de génes »;

> le rajeunissement d’un végétal.



>

Création de variabilité génétique, outil indispensable pour des programmes de sélections et

d’amélioration des plantes

Les cultures in vitro procédent de la méme deémarche : contrdler le mieux possible les facteurs de

I’environnement, du fragment de la plante mis en culture pour essayer d’analyser son fonctionnement

physiologique (recherche) ou de I’orienter vers un programme déterminé; néoformation de bourgeons, par

exemple. Ces techniques doivent permettre de résoudre un certain nombre de difficultés :

>
>

>

maintenir I’explant en vie mais aussi en activité;

si cet explant représente une structure organisé (méristéme, apex, bourgeon), lui permettre d’entrée
normalement en croissance;

si I’explant est constitué¢ de cellules différenciées (fragment de tige, de feuille, de racine,...), induire
chez ces derniéres ou chez ces quelques unes d’entre elles un processus de dédifférenciation auquel
devra succéder une nouvelle organisation;

dans tout les cas, induire les divisions cellulaires.

Ces problémes ont été partiellement résolus grace a 1’identification des régulateurs de croissance de

végétaux ou phytohormones, ce sont ces substances qui paraissent déterminantes dans 1’orientation que

prendront les cellules mises en culture. Ces phytohormones se répartissent en 5 groupes : auxines,

gibbérellines, cytokinines, acide abscissique, éthyléne (Margara, 1984).

3.2 Les régulateurs de croissances :

Ces diverses substances sont de nature «endogéne », synthétisées par le végétal; il en existe d’autres

synthétisées par 1’homme dont les formules chimiques sont voisines ou différentes des substances

naturelles mais qui présentent une activité physiologique similaire.

Tous ces composés ont quelques caractéres communs :

>
>
>

IIs agissent a tres faible dose; a dose forte ils sont toxiques;

IIs n’agissent qu’en interaction avec les autres régulateurs ;

Ils interviennent dans de nombreux phénoménes physiologiques, ce qui implique au moins de
modalités d’action;

On note aussi la différence trés importante entre regulateurs endogénes et régulateurs de synthése :
les premiers sont contrdlables par la machinerie métabolique des cellules, ils seront donc assez
rapidement contr6lés ou éliminés; par contre, les seconds persistent beaucoup plus longtemps
(Augé, 1989).



Les phytohormones se répartissent en 5 groupes :

3.2.1 L auxine:
Elle doit son nom a son action sur 1’élongation cellulaire (auxése)
L’auxine intervient dans de nombreux phénoménes physiologiques, son action dépend de sa concentration
et de ses interactions avec les autres régulateurs. Ses plus importants effets sont :
> Une action nette sur I’¢longation cellulaire, et sur la stimulation de la division cellulaire;
» Une action générale sur le métabolisme et plus particulierement sur la synthése d’ARN
ribosomiques;
> Une action rhizogene nette.
L’auxine naturelle (AIA : acide indole B acétique ou acide 3 indolylacétique) est synthétisée chez toutes les
plantes, cette synthése est modulée en fonction du stade de développement. Parmi les composées
auxiniques de synthése les plus utilisées, 1’acide 2,4dichlorophénoxyacétique (2,4D), qui est a basse
concentration, un des facteurs important dans l'induction de la formation de cals embryogénes, cette
auxine est ajoutée habituellement aux milieux de culture pour remplir cette fonction (Blake et Hornung,
1995 ;Buffard- Morel et al., 1995). L'efficacité du 2,4-D dépend de sa concentration dans le milieu de
culture, et de sa disponibilité pour la plante. Aprés la formation compléte du cal, il est nécessaire de réduire
sensiblement la concentration de 2,4-D qui, autrement, peut agir comme un agent mutagéne et interféere
d’avantage dans I'ontogénése (Blake, 1995 ; Loschiavo et al., 1989).
3.2.2 Les gibbérellines :
La premiere gibbérelline identifiée et la plus utilisée, est la GAs. Les principales propriétés physiologiques
des gibbérellines sont :
» Une action nette sur 1’¢longation des entre-nceuds; elle est active aussi pour de nombreux
méristémes qui, en son absence, présentent un aspect globuleux fait d’empilement de nceuds;
> Un effet stimulant sur le métabolisme car elles favorisent la synthese d’enzyme hydrolysantes, elle
agit également sur la teneur en auxine qui est souvent augmentée soit par stimulation des syntheses
soit par inhibition des auxines- oxydases;
» S’opposent au phénoméne de dédifférenciation.
3.2.3 Les cytokinines :
Ce sont des adénines substituées dont on connait deux composés endogenes (cytokinine naturel) : la
zéatine et I’isopentényladénine (IPA); et des composées de synthése dont les plus employées sont: la

kinétine (6 furfuryl- aminopurine) et la benzyladénine (BAP) (6 benzyl-aminopurine).



Les cytokinines sont trés actives et, a I’image des deux groupes précédents, elles sont utilisées pour
maintenir ’explant en vie et 1’orientation des cellules dans la voie de la dédifférenciation. Elles présentent
de nombreuses actions dont les principales sont :

» Un effet trés nette sur la division cellulaire, mais avec la présence de 1’auxine : elles se complétent ;

» Un role important dans 1’organogenese ou elles stimulent fortement la formation de bourgeons ; par
contre, elles sont antagonistes de la rhizogenése ;

» Une action trés stimulante sur le métabolisme, d’une part en favorisant les synthéses protéiques, et
d’autre part en protégeant les métabolites. Cet effet provoque un retard de la sénescence ;

> Un effet antagoniste de la dominance apicale : des bourgeons axillaires traités entrent en croissance
et en compétition avec 1’axe terminal. (Augé et al., 1989 ; Margara, 1984)

3.2.4 L’éthylene :

C’est un composé gazeux dont, toutes les parties de la plante, sont capables de produire. Les principales
propriétés de ce régulateur, dont certaines sont voisines de celle de I’auxine, sont :
e Le déclenchement du processus de maturation des fruits ;
e La modification des corrélations de croissance sans doute par une action sur la polarité de transport
de I’auxine ;
e L’action favorisante de la tubérisation (Augé et al., 1989).

3.2.5 L’acide abscissique :

Cet inhibiteur de croissance semble étre synthétisé chaque fois que le végétal est en conditions difficiles
(blessures, manque d’eau,..). En culture in vitro ce composé est quelque fois libéré dans le milieu et
s’oxyde, ce qui provoque un brunissement et conduit souvent a la mort de ’explant, c’est pourquoi dans
certaines cultures on utilise dans les milieux des substances anti- oxydantes ou encore des absorbants pour
détoxifier le milieu. Il a aussi une action sur la perméabilité cellulaire aux ions potassium ; par cette action

il influerait sur la fermeture des stomates.

II est peu utilisé en culture in vitro, selon les espéces d’une part, et les conditions de culture d’autre part,

il provoque des réactions trés différentes et difficilement interprétables (Augé et al., 1989).

3.3 Sélection de variants par la culture in vitro afin d’acquérir une tolérance aux

stress:



La multiplication in vitro offre a la fois des possibilités de reproduction végétative conforme ou non
conforme, en fonction des méthodes et de 1’explant utilisé. Ces deux types de résultats présentent des
intéréts distincts.

La stratégie sur laquelle se base la sélection de variations induites par la culture in vitro, est de repérer un
phénotype cellulaire résultant d’une modification du métabolisme due a une altération génétique.

La possibilité d’améliorer la résistance de plantes vis-a-vis de 1’action des facteurs du milieu revét une
importance essentielle pour le sélectionneur. Si ’expression de la résistance au stress met en jeu tres
certainement différents niveaux d’organisation de la plante et implique I’interaction de divers facteurs
biochimiques et physiologiques, les composantes cellulaires peuvent cependant étre exploitées pour exercer
une pression de sélection pour une plus grande tolérance vis-a-vis de conditions extrémes. Des sélections in
vitro ont donc été proposées, pour tenter d’isoler des résistants au sel, au froid, a la sécheresse, etc.

Les grandes étapes suivantes doivent étre satisfaites lors de la sélection in vitro en vue d’obtenir de
nouveaux génotypes de végétaux tolérants vis-a-vis d’un stress :
1. création de la variabilité génétique par variation somaclonale, par exemple;
2. mise au point d’un protocole de sélection;
3. suivi de la descendance des plantes sélectionnées, afin de s’assurer de la stabilité du caractére
retenu (Piri et al., 1994).

L’emploi des techniques de culture in vitro s’est avéré efficace pour isoler des lignées cellulaires
tolérantes a la salinité. Des plantes entiéres ont eté régénérées a partir de ces cellules et la transmission a
leur descendance du caractére de tolérance a été confirmée (Collin et al., 1990; Kochba et al., 1982; Zenk,
1974).

3.3.1 Variation somaclonale :

L’origine des variations genérees par une multiplication végétative in vitro a été trés étudiee. Il semble
qu’on regroupe sous le méme terme de variation somaclonale plusieurs phénomenes. En effet, ces écart a la
conformité résulteraient de mutations de I’ADN nucléaire (Evans et Sharp, 1986) ou cytoplasmique (Wise
et al, 1987 ; Hartman et al., 1987), de réarrangement chromosomique comme des translocations , des
inversions, des délétions (Lee et Philips, 1988 ), de crossing over mitotiques et de réactivation d’éléments
transposables (Larkin, 1987). Enfin, des amplifications de séquences répétées ont été observées chez

certaines especes dont le lin (Cullis et Cleary, 1986).

La variabilité somaclonale constitue donc I’ensemble des variations héréditaires obtenus aprés passage

in vitro d’un matériel cellulaire ou tissulaire régénéré en plantes cytologiquement stabilisées avec ou sans



pression de sélection (Dubois, 1989). Les techniques de culture in vitro qui peuvent étre inductrices de
variations génétiques sont nombreuses (la culture de cals, de cellules et de protoplastes).

Si P’apparition de ces plantes est un handicap lorsque la multiplication conforme est 1’objectif de
I’expérience, elle représente une importante source de variabilité potentielle (Téoulé, 1999). En effet, les
vitrovariations sont utilisées comme source pour la sélection des variétés a valeur ajoutée. En exercant une
pression de sélection sur le milieu et/ou les conditions de culture, il est possible d’orienter les
vitrovariations vers 1’acquisition d’un caractére intéressant par la plante. C’est le cas pour la pomme de
terre, lors de I’obtention de somaclones résistants au mildiou par Behnke (1980) ; les étapes de la culture et

de la sélection ont été les suivant :

Une population de 4000 cals issus de feuille est créée par une serie de repiquages ;

- lls sont ensuite transférés sur un milieu toxique= MS+ filtrat stérile de Phytophtora infestans ;
- 153 cals survivants sont repiqués sur le méme milieu toxique ;

- 10 plantes régénérées a partir de ces cals sont sélectionnées ;

- Des tests pour la résistance au mildiou sont effectués sur les 10 clones cultivés en serre : le diamétre
des taches de mildiou sur les feuilles est plus faible par rapport aux plantes témoins. Les clones

ainsi obtenus se révelent étre plus "résistants" au mildiou.

Chez le riz une tolérance au froid et a la salinité du sol on été obtenues ou encore chez le blé ou des
variétés particulierement tolérantes a la sécheresse ont été développées par cette technique (Bouharmont,
1991).

Toutefois, I’exploitation de cette variabilit¢ génétique, est freinée par le caractere al€atoire de
I’apparition de ces variants : I’influence du type d’explant, et de la durée de la phase in vitro est observée

mais non maitrisée.

Des travaux déja anciens (King et al., 1978 ; Thomas et al., 1979) font mention du phénomene ; Sibi dés
1974, puis Barbier et Dulieu (1980) ont suivi et étendu les investigations, respectivement, sur la laitue et
sur le tabac ; en 1981, Sibi a réussi a intégrer ’utilisation des variants en amélioration des plantes. Toujours
en 1981 parut un article de mise au point par Larkin et Scowcroft (1981) ; la méme équipe, en 1987, a

appliqué ces données a I’amélioration du blé pour des caractéres tels que la capacité de tallage, la hauteur



des pailles, et divers autres caractéres morphologiques et physiologiques. Beaucoup d’autres especes ont

éte travaillées et étudiés par rapport a ce phénomeéne.
3.4 Méthodes de culture in vitro utilisées dans un programme de sélection de variants:

Dans un programme de sélection in vitro, il est nécessaire comme cela a déja été mentionné, d’induire
en premier lieu une variabilité. Cette variabilité peut étre acquise par une culture de cals de cellules ou de
protoplastes ; avec ou sans agents mutagénes. Ensuite, orienter les variations par une pression de selection
vers le caractére recherché (selon le protocole de sélection déterminé). Enfin, les variants sélectionnés sont
régenéreés soit par embryogénese somatique ou par organogénése (bourgeonnement).

Selon le protocole utilisé dans de nombreux travaux, comme celui sur le riz (Bouharmont, 1991), citrus
(Beloualy et Bouharmont, 1993) ; la variabilité genétique est obtenue par la culture de cals. Les cals, ces
amas cellulaires dédifférencies sont induits a partir de différents explants (anthére, embryon, tige, racine,
feuille, etc.). Dans ce mémoire les explants utilisés en callogénése sont issus de plants de pomme de terre
propagés in vitro.

3.4.1 Micropropagation :

La micropropagation est une technique en plein essor, elle consiste a une rapide propagation d’individus
identique a la plante mére. L’objectif majeur de cette technique est 1’obtention d’un grand nombre de
plantes clones dans un temps court en préservant leur état sanitaire de départ.

Le processus de multiplication est généralement divisé en phase suivante :

e Phase 1 : établissement de la culture aseptique.

L’objectif de cette phase est d’obtenir une culture aseptique réussie de 1’espece a multiplier. Cela se

traduit par I’obtention d’un pourcentage d’explants vivants en culture aseptique ainsi qu’une vitesse de
croissance suffisamment rapide (Augé et al., 1989).
Chez la pomme de terre on part d’un germe, prélevé sur un tubercule a un stade physiologique adéquat
(période de croissance active), déclaré sain. Aprés stérilisation, le germe est sectionné en fragment
comportant un nceud. Ces neeuds sont implantés en tube sur un milieu gélosé et les tubes sont placés dans
des conditions favorables a la croissance de la pomme de terre. Le bourgeon du nceud donne alors
naissance a une tige vigoureuse a feuille relativement grandes (Rossignol- Bancilhon et al., 1980;
Rossignol, 1988).

e Phase 2 : la multiplication.



Le but est d’obtenir rapidement un grand nombre d’unités de multiplication qui pourront donner en fin
de processus des plantes entiere (Augé et al., 1989). Les tiges formées précédemment sont fragmentées a
leur tour en boutures a un nceud et repiqués dans un milieu neuf de méme composition et ainsi de suite.

Le systéme de production est de 5 a 7 nceuds par mois (Nozeran et al., 1977).

Au bout de quelques repiquages, les plantes obtenues deviennent progressivement, comparables a celles
issues de la germination d’une graine, c'est-a-dire, présentent une tige gréle, portant uniquement des
feuilles simples, de tailles variables mais toujours petites et n’émettent des racines adventives que vers la
base (Nozeran et Bancilhon, 1972; Nozeran et al., 1977; Rossignol, 1988) c’est ce qu’on appelle le stade
juvénile.

Plusieurs repiquages, le plus souvent sont nécessaires pour obtenir une structure morphologique en phase
juveénile. Le nombre de ceux-ci est fonction de la variété utilisée, de 1’état d’incubation du tubercule mere
et aussi des conditions écologiques tout a fait particuliéeres dans lesquelles sont placées les explants
(Nozeran et al., 1977).

Le milieu de culture de base, le plus souvent utilisé en micropropagation de la pomme de terre est celui
de Murashige et Skoog (1962) (Miller et al., 1985) additionné de 20-30 g/l de saccharose (Wang et Hu,
1980); il n’est pas nécessaire d’utiliser des régulateurs de croissance (Hussey et Stacey, 1981; Levy, 1985;
Haberlach et al., 1985), mais Hu et Wang (1983) recommande 1’addition de 0,001 mg/l NAA et Estrada et
al. (1986) recommande 1’addition de 0,25 mg/l GAs.

Le tableaul présente les plus importants protocoles de micropropagation de la pomme de terre utilisés

dans de nombreux travaux.



Tableau 1: Présentation des protocoles les plus utilisés pour la micropropagation de plantules de pomme
de terre.
Conditions de culture
Variété Nature de . Durée de
Références L Milieu de culture Intensité
étudiée I’explant ) photopériode | température | la culture
lumineuse
Seabrook et MS avec:
Douglass, 2001. s 2 o 4
18 variétés | Entre nceuds | - 30 g/l saccharose 100umol/m?s 16/8 h 19+ 1°C )
semaines
- 6,50/1 Agar
Nouri-Ellouz et MS avec:
al., 2006 -Vitamines de
4 clones Morel et Wetmore 4
] Entre nceuds 62 UE/ m? s 12/12 h 20°C )
dihaploides (1951) semaines
- 30 g/l saccharose
-8 g/l Agar
Silvaet al., MS avec:
2001. -1 mg/l thiamine
-2mg/l
Baronesa pantothenate de
Kaisalla | Entre nceuds | calcium 36 pumol/m?s 16/8 h 26+ 2°C /
ugro -1 mg/l GA;
- 30 g/l saccharose
-7 9/l Agar
-pH5,8
Levy , 1985. Idit MS avec:
Entre 316 pW 3-4
Orit - 30 g/l saccharose s 16/8h 20-26°C )
noeuds (cm?) semaines
Clone 8 - 129/l Agar
De Garcia et MS avec:
Martinez , - 0,8mg/I thiamine
1995 P 4
. Désirée Entre nceuds | - 0,1 mg/l GA; / / / .
semaines
- 25 g/l saccharose
-pH 5,6
Zhang , 1998. MS avec :
-2 mgl/l
panthotenate de
Entre nceuds . 3-4
11 variétés calcium 40 pmol/m?s 16/8 h 23+ 2°C )
(1cm) o semaines
- 0,4mg/l thiamine
- 0,5 mg/l niacin
- 30 g/l saccharose




“pH 5,7

3.4.2 Callogéneése :

Elle part de la mise en culture in vitro de divers fragments de plantes dépourvues de bourgeons (portions
de feuilles, de tige ou de racine) (Ducreux et al., 1986 ; Rossignol, 1988) ou de protoplastes isolés
(Shepard, 1982) sur un milieu de culture enrichi en substances de croissance, qui provoque une
désorganisation importante des tissus végétaux, conduisant a une prolifération anarchique et a la formation
de masses inorganisées (dédifférenciées) nommées cals (Ducreux et al., 1986) ou micro cals lorsqu’ils sont

issus de protoplastes (Shepard, 1982).

Le rapport des régulateurs de croissance de plantes utilisées dans un milieu de culture semble souvent
déterminer si la croissance et le développement procéde d’une fagon inorganisé ou pas. Skoog et Miller
(1957) dans leur étude sur 1’organogéneése in vitro ont démontré que la callogénese est induite quand le
rapport auxine/cytokinine est équilibré. Murashige et Skoog (1962) suggérent un rapport auxine/
cytokinine de 10 :1 a 25 :1 (AIA/Kin exprimé en poids) pour maintenir la croissance sous forme de cals.
Winton (1972) a maintenu la croissance de cals du sapin avec un rapport auxine/ cytokinine de 1 :1 a 50 :1
(exprimé en poids). Brown et Lauwrence (1968) rapportent que le 2,4-D favorise une meilleure croissance

de cals que I’AIA a la méme concentration dans les recherches effectuées sur le sapin.

En plus du milieu de culture et des conditions environnementales de la culture, la culture de cals est
influencée par la taille et la nature de I’explant, car plus il est grand, plus I’équilibre endogene est
déterminant ; ainsi, 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 tissus épidermiques sont les plus
réactifs, les tissus corticaux ou cambiaux présentent également de bonnes réactions; les parenchymes
médullaires sont les moins réactifs : ils demandent un ensemble assez complet de régulateurs (Augé et al.,
1989).

Selon la composition du milieu de culture, les équilibres hormonaux, et 1’état physiologique de

I’explant, on observe des différences dans la structure et le comportement des cals obtenus :

e Certains sont friables a croissance rapide et incapables de donner naissance a de nouvelles plantes.
e D’autres sont compacts, a croissance lente susceptibles de produire des tiges néoformeées (Ducreux
etal., 1986 ; Rossignol, 1988).
Le cal est un tissu a croissance rapide, facile a cultiver, a partir duquel deux voies d’évolution sont

possibles:



- Soit I’entretien par fractionnement en éléments plus petits, repiqués sur un nouveau milieu solide.
Les conditions d’accroissement du cal sont identiques a celles de [I’initiation; seules les
concentrations en auxine et cytokinine sont plus faibles, et une application de pressions sélectives si
on cherche a isoler un caractére donné.

- Soit la multiplication végétative par néoformation d’organes ou d’embryons. L’organogénése peut
en effet s’établir secondairement a partir du cal, par suite de la mise en place d’un programme de
morphogéneése dans les cellules qui se sont activement divisées. Des méristemes sont alors initiés
sur un milieu solide approprié et se développent en une plantule. Enfin dans certaines conditions, on
peut obtenir par culture de fragments de cal des amas pluricellulaires au sein desquels les divisions
orientées provoquent I’apparition d’une polarité comparable a celle, typique, des embryons
zygotiques, amas qui se développent par la suite en plantule : ce sont des embryons somatiques car
ils se forment en dehors de tout phénomeéne sexué (Robert et al., 1998).

Pendant les phases de formation puis de croissance d’un cal, des changements au niveau du nombre et de
la structure des chromosomes se produisent fréquemment. Les cals pourront étre soumis a un traitement
mutagene pour augmenter les chances de mutation, puis étre transférés sur un « milieu sélectif » contenant
par exemple des concentrations sublétales de NaCl, ou un filtrat toxique, ou un herbicide, ou tout autre
substance toxique. Les cals survivants au milieu toxique sont supposés résistants.

Ce systeme (culture de cals) de variation génétique est intéressant car il ne perturbe pas trop fortement le
génome, les fréquences de variations observées sont souvent plus faibles par comparaison avec la culture
cellulaire. On pourra obtenir des mutations ponctuelles sans "modifications parasites" d’autres caracteres

agronomiques.

1.4.3 Régénération par organogénése et embryogénese somatique :

La régénération in vitro de plantule se fait généralement par organogénese (bourgeonnement) ou par
embryogenése somatique.

a. Embryogénése somatique :

Les embryons provenant d’un tissu non constitué¢ de cellules zygotiques mais a partir de cellules
somatiques sont appelés embryons somatiques, c¢’est donc une embryogénese asexuée (Zryd, 1988). Un
embryon somatique peut étre obtenu a partir de cals ou de suspension cellulaire.

Cependant, ils ne doivent pas étre confondus avec des bourgeons. lls possédent une structure bipolaire
(axe tige-racine), sont sans connexion vasculaire avec le tissu sous-jacent, et peuvent donc étre facilement

séparés de celui-ci. Les premicres feuilles ont 1’aspect typique de cotylédons (Zryd, 1988).



C’est Radhavan (1976) qui, le premier, observe le phénoméne; peu apres, Tissert et al. (1979) publierent
une étude approfondie de I’embryogénése somatique chez les angiospermes. Nabors (1983), Smith et
Murashige (1984) développent une étude quantitative du phénomeéne; le groupe de Vasil (1984) étudie
I’embryogénese chez le millet. Des travaux ont ét¢ menés sur le blé, le mais, le seigle, ’orge, le riz; la
génétique de la régénération a été étudiée sur le mais (Dubois, 1989).

L’induction de I’embryogénése somatique, se fait en premier temps, par le placement de 1’explant dans
un milieu primaire contenant de 1’auxine ou les cellules subissent un processus de différenciation. Durant
cette periode, les cellules se multiplient pour former des amas globulaires ou amas proembryogeénes. Les
cellules constituées de ces amas sont caractérisées par un cytoplasme dense et une taille réduite. Apres
cette période d’initiation embryonnaire, le transfert dans un milieu secondaire sans auxine permettra le
développement des embryons.

Exceptionnellement, chez quelques espéces, il n’est pas toujours nécessaire de transférer le cal,
I’initiation et la maturation embryonnaire peut se produire sur le méme milieu; cependant, le repiquage
dans un milieu secondaire est indispensable pour assurer la croissance normale des plantes.

Les embryons somatiques se développent lorsque le cal a été transféré dans un milieu sans auxine ou
contenant une faible dose de celle-ci, on peut donc comprendre pourquoi dans certains cas les anti-auxines
(ac. 2,4,6- trichlorophénoxyaceétique, ac. p-chlorophénoxybutyrique) peuvent avoir une action efficace sur
cette expression embryogéne (Hanower et Hanower, 1984).

I parait nécessaire que I’embryon somatique, a I’exemple de I’embryon zygotique, trouve son origine
dans une seule cellule jouant un réle analogue a celui du zygote. Or, comme Reinert I’a remarqué dés 1959,
beaucoup d’embryons somatiques se forment au sein de masses parenchymateuses ou il est tres difficile de
suivre les étapes de I’évolution des cellules.

Plusieurs travaux sur I’induction de cals embryogénes chez la pomme de terre ont été effectués, trois

d’entre eux sont présentés dans le tableau 2.



Figure 5: induction d’embryogénése somatique chez (Solanum tuberosum L. var. Désirée) sur un milieu
contenant 5uM 2,4D. (a) explant de tige fraichement coupé; (b) aprés 14 jours explant gonflé et induction
de cal sur les extrémités; (c) apres 35 jours transfére sur un milieu sans 2,4D et apparition des embryons

somatiques (Sharma et al., 2008).



Tableau 2: Présentation de quelques protocoles d’embryogénése somatique a partir de cals chez la

pomme de terre.

. Durée de la
o . . Conditions de culture
Variété | Nature de Milieu de Milieu culture
Références .
étudiée | D’explant callogénese d’embryogénése Intensité Photopér
T°C
lumineuse iode
Vargas et MS avec: MS avec:
al., 2005. -25g/l de -254¢/l
saccharose saccharose
-4mg/l 2,4D - 50 mg/l acide
- 29/l gerlite citrique
.., | tige(@-15 | -pH5,6 - 50 mg/l acide » 25 + 2
Désirée ) obscurité | 0/24 h .| 30jours
cm) ascorbique 1°C mois
- 0,5mg/l zéatine
- 100 ml/l lait de
coco
29/l gerlite
pH 5,6
Seabrook et MS avec: MS avec:
Douglass , -30 g/l de -30 g/l 2a7
2001. . .
Tige, saccharose saccharose semaine
18 _ 9 o 100umol/m? 19+ | 7-14
o feuille (1- | - 19 uM AIA | - 12 pM zéatine 16/8 h s selon
variétés s 1°C | jours
15¢m) | -0,15puM -50 UM AIA la
BAP ouTDZ | - 550 nM GA, varieté
- 6,59/l Agar - 6,59/l Agar
De Garcia MS avec : MS avec :
et -(0,5;1;2 et -2mg/l 2,4D avec
Martinez, 4mgl/l) 2,4D et sans 1% 3 mois
1995. avec et sans d’extrait de (repiqua
, tige (4- . ) 23+ 1 ge tous
Désirée 1% d’extrait levure. 50umol/m®s | 16/8 h
8mm) 1°C mois les 4
de levure. )
semaine
- 29/l de 5)
gerlite
-pH 5,6




b. Organogénese :

L'organogenese est la base fondamentale de la multiplication végétative, laquelle s'appuie toujours sur la
formation de méristémes nouveaux (Margara, 1989). En partant d'un explant, elle aboutit a la formation

d'un nouvel individu par I'élaboration de bourgeons (caulogénése) et de racine (rhizogénése).

La caulogenese désigne a la fois Il'initiation et le développement des bourgeons terminaux, axillaires,
adventifs ou neoformés sur un cal. Les bourgeons néoformés in-vitro peuvent apparaitre sur I'explant initial
ou sur un cal, ils peuvent étre considérés comme un cas particulier de bourgeons adventifs (BOXUS,
1995). Ils sont induits sur n'importe quel type d'organe ou de tissu y compris sur ceux qui ne les produisent

pas dans les conditions naturelles (Camefort, 1977; Zryd, 1988; Margara, 1989).

La rhizogenése désigne la neoformation et la croissance de racine. Les racines néoformees, au sein d'un
cal, peuvent étre considérées comme un cas particulier de méristemes adventifs (rhizogenése indirecte) ou

I'émission de racines sur un explant dans des endroits inhabituelles (rhizogenése directe).

Les études cytologiques, conduites dans le but de déterminer I'origine des bourgeons néoformés a partir
d'un fragment d'organe contenant divers tissus montrent souvent que l'aptitude a la caulogenése se
manifeste a partir de certaines catégories de tissus telle que: le cambium, le parenchyme vasculaire ou
libérien (Belanger, 1998; Fortes et Pais, 2000). L'intensité de cette néoformation est nettement dependante
de la nature des tissus contenus dans I'explant. Elle est maximale pour les tissus cambiaux, élevée pour les
tissus du phloeme et du xyléme, trés faible ou nulle pour le parenchyme cortical ou médullaire (Margara,
1989).

Quant a la rhizogenése, c’est un phénoméne complexe, il comporte différentes phases : la
dédifférenciation, formation d'amas de cellules méristématiques , différenciation et organisation des amas
méristématiques en primordium racinaire qui se développeront en jeunes racines (Margara , 1989; Boxus,
1995).

3.4.4 Facteurs de la régénération :

Les facteurs influant la régénération in-vitro peuvent étre répartis en 2 groupes. Le premier représente les
facteurs internes (ceux liés a la plante) et concerne d'une part le genotype, la nature et I'age de I'explant et

d'autre part I'état physiologique de la plante mere sur laquelle I'explant a été prélevé. Le second réunit les



différents facteurs externes qui sont les milieux (notamment leur composition en régulateurs de croissance

et les sucres) et les conditions de cultures.

a. Effet de ’explant :

Généralement dans les cultures in-vitro, les explants les plus jeunes sont privilégiés (embryons
immatures, jeunes feuilles, méristemes etc.) car c'est I'état juveénile qui semble offrir le plus de possibilités
de régénération (Davis, 1986., Saadi, 1991). La taille de I’explant est aussi a prendre en considération car
plus elle est importante et plus les équilibres endogénes sont déterminants. La taille choisie varie selon la
nature de I'explant, si le tissu végeétal est de nature organisée, un ensemble assez complet sera nécessaire (
soit un noeud , un apex , ou un bourgeon entier ) mais dans le cas d'une structure différenciée ( éléments de
feuilles , de tige, de racines ,inflorescence..) des fragments de 5a 10 mm suffiront ( Zryd, 1988., Auge et
al., 1989; Hannweg et al ., 1996).

b. Effet du génotype :

La plupart des plantes montrent une régénération génotypique spécifique liée a I'espéce. A l'intérieur
d'une méme espéce, un genotype donne des bourgeons tandis qu'un autre ne peut fournir que des embryons
(Auge et al ., 1989) . Cependant, plusieurs auteurs mentionnent que seulement certains génotypes
paraissent posséder la capacité d'induire une embryogenese somatique. Cette capacité, chez beaucoup
d'espece semble étre génotypiquement contr6lé (George et Sherrington , 1984 ., Brown, 1988 ; Dodeman et
al ., 1997).

c. Effet du milieu de culture :

Les milieux de culture sélectionnés doivent étre le plus parfaitement adaptés aux besoins nutritifs de la
plante soumise a I'étude afin de lui laisser la possibilité d'exprimer pleinement son potentiel génétique. Les
principaux constituants d'un milieu de culture sont généralement représentés par les macroéléments et les

micro-éléments, une source carbonée et azotée, des vitamines et des régulateurs de croissance.

Le milieu de culture de base MURASHIGE et SKOOG (MS) a été employer d'une maniére genérale
pour tous les types de cultures in-vitro. Mais c'est essentiellement pour le déclenchement de
I'organogenese, en particulier pour la néoformation de bourgeons qui s'est révélé nettement supérieur a

dautres milieux (MARGARA, 1989). Il existe deux composantes majeures du milieu qui peuvent



intervenir dans l'orientation du phénoméne de morphogenése et qui sont représentées par les régulateurs de

croissances et la source de carbone.

-Effet des régulateurs de croissance :

Aucun régulateur de croissance ne provoque une initiation directe du phénomeéne d'organogenése ou
d'embryogenése somatique, mais il interfere dans de nombreux métabolismes internes de la cellule
végétale. Les deux hormones, les plus souvent utilisés, d'une maniére conjointe ou séquentielle, sont les
auxines et les cytokinines. Nitsh et Nougarede (1967) ont montré que des explants de parenchyme
médullaire de tabac cultivés in-vitro dans un milieu ne contenant ni auxine, ni cytokinine ne proliférent pas.
Il en était de méme lorsque seulement une auxine ou une cytokinine était incorporée au milieu. Par contre,
la prolifération cellulaire se déclenchait lorsque ces deux substances sont présentes dans le méme milieu de

culture.

Le rapport hormonal (auxine/ cytokinine) conditionne, en grande partie, le type de néoformation obtenu.
Ce rapport a conduit, dans le cas de la culture in-vitro du parenchyme medullaire de tabac, par exemple, a
I'orientation des tissus, soit vers la caulogeneése, soit vers la rhizogenése (Skoog et Miller, 1957 in Zryd
,1988). Ainsi la néoformation de bourgeons est souvent favorisée par des teneurs élevées en cytokinine
(Margara , 1989) alors que les fortes doses en auxines stimulent la formation de racines et améliorent leurs
qualités (Druart, 1992, Hobbie, 1998; Abrie et Stadn , 2001; Compton et al., 2001).

L'influence de ce rapport hormonal n'est, cependant, pas une régle générale pour toutes les espéces
vegétales. En effet, il suffit, dans certains cas, d'ajouter au milieu de culture I'un ou l'autre des deux
régulateurs précités pour parvenir a une réponse morphogénétique (Seon et al. , 1998). Dans ce cas précis,
nous pouvons citer deux exemples : le premier, concerne le Tritical ou I'organogenese a été obtenue en se
servant uniquement d'auxine (milieu dépourvu de cytokinine) (Vikrant et Rashid , 2001) ; le second, touche
I'espéce Piper barberi gamble ou I'équipe d'Anand et Rao,(2000) a obtenu des bourgeons néoformés en

utilisant des cytokinines seules dans le milieu d'induction.

Donc, I'efficacite des différentes auxines et cytokinines sur 1’organogénése varie essentiellement avec le
matériel végétal employé. Tout comme I'organogenese, Les régulateurs de croissance de type auxine et

cytokinine sont aussi indispensables a I'embryogenése somatique.



La production d'embryons somatique est généralement obtenue en deux phases de culture, sur des
milieux qui différent essentiellement par leurs concentrations en régulateurs de croissance (Auge et al.,
1989). Par exemple, chez la carotte ou la luzerne, les embryons sont obtenus en deux phases: Une phase
dite d'induction réalisé sur un milieu souvent riche en régulateurs de croissance en particulier en auxines
permet la formation et / ou la prolifération des cellules embryogenes. Ces cellules n'évolueront en
embryons qu'au cours d'une deuxiéme phase dite de développement qui se réalise au moyen d'un transfert
de tissus induits, sur un nouveau milieu moins riche , voir dépourvu de régulateurs de croissance
essentiellement en auxines (Saadi, 1991 ; Giorgetti et al.,1995) . Le transfert des tissus d'un milieu riche en
auxine vers un milieu pauvre n'est pas toujours indispensable pour le déroulement des différentes phases

annonceées précédemment.
-Effet de la source de carbone :

Les tissus en cultures in-vitro sont largement hétérotrophes via a vis du carbone en raison de I'absence ou
de l'insuffisance de I'assimilation chlorophyllienne. Il est donc indispensable d'ajouter une source carbonée
(des glucides) au milieu de culture. Les glucides remplissent deux fonctions principales dans les milieux de
culture ; ils fournissent de I'énergie nécessaire pour la croissance des tissus et maintiennent une pression
osmotique donnée du milieu de culture (Zryd, 1988). Cette pression osmotique, peut avoir diverses actions
sur les tissus. Elle agit, dans certains cas, sur l'orientation ou l'expression morphogénétique des tissus
(Belaizi et Boxus, 1995; Charniere et al., 1999), dans d'autres , sur la maturation des embryons somatiques
produits (Walker et Parrott, 2001) .

L'organogenése ou I'embryogenése somatique ne semblent pas étre influencées uniquement par la nature
des sucres mais aussi, et pour un méme sucre, par sa concentration dans le milieu de culture. Dans ce cas,
I'exemple du tournesol est tres significatif, I'usage d'une concentration de 12% en saccharose peut orienter
le processus vers la voie de I'embryogenéese somatique, alors qu'une concentration de 3 % conduirait vers la

néoformation de bourgeons (Charniere,1999).

3.5 La recherche de la tolérance a la salinité in vitro par la culture de cals et de

cellules:

La tolérance a la salinité de lignées a pu étre obtenue dans de nombreux espéces végétales par la
sélection in vitro (Tal, 1993). Parmi les lignées cellulaires sélectionnées pour la tolérance a la salinité, a

partir de 24 genres de 12 familles, 90% d’entre eux sont stables pour la tolérance au sel, 40% des plantes



régénérées ont été vérifiées et prouvees tolérantes au sel. La tolérance dans 20% des plants régénérés a été
héritée par les générations R1, R2 ou R3 (Ram et Nabors 1985 ; Tal, 1990).
Les méthodes de sélection par la culture in vitro peuvent étre divisées en générale en deux catégories :

a. enune étape ou a court terme ;

b. étape par étape ou a long terme.

La selection en une étape consistera a exposer avec vigueur croissante des cals a des concentrations
sublétales de sel, généralement de 80 a 200 mM de NaCl. Les cals qui sont capables de croitre
normalement (similaire au témoin) dans ce milieu sont transférés dans un milieu de régénération sans sel.
En utilisant cette méthode, la tolérance a la salinité a été obtenue a partir de cultures de cals de luzérne
(Medicago sativa L.) (Winicov, 1991) de porte-greffes de citrus (Bouharmont et Beloualy, 1993), de la
moutarde indienne (Brassica juncea) (Kirki et al., 1991), lin (Linum unum L.) (Rowland et al., 1989), et de
la betterave a sucre (Beta valgaris L.) (Freytag et al., 1990).

La méthode de sélection par étapes consiste a soumettre les cellules a des niveaux relativement élevés
de sel ; habituellement, de 150- 300 mM NaCl. En utilisant cette méthode, 50- 95 % des cellules meurent,
et les plantes régénérées seront sélectionnées a partir des cellules survivantes par des repiquages successifs
(Bressan et al., 1985).

Des plantules régénérées a partir de cultures de cals d’un hybride de pomme de terre (S. tuberosum L. X S.
chacoense Bitt.) exposé a un stress de 200 mM de NaCl (Burgutin et al., 1996). Les explants d’hybrides et
les plantules régénérées sont cultivés pendant 60 générations dans un milieu contenant 7% de NaCl (env.
120 mM). La croissance végetative des plants régénérés est significativement meilleure que celle de
I’hybride. Les auteurs n’ont pas testés et confirmés la tolérance au sel des plantules régénérées dans les

conditions de terrain.



Chapitre 2 : Matériels et methodes



1. Etapes et objectifs de I’expérimentation :
L’objectif général de ce travail est d’obtenir des cals de Solanum tuberosum L. var. Kondor et Spunta,
tolérants a la salinité. Pour atteindre cet objectif il est nécessaire de passer par trois grandes parties qui

sont :
Partie 1 :

L’objectif de cette partie est d’obtenir des cals permettant la régénération de plantules. Cette partie

comporte:
Une premiere phase de micropropagation pour :

e [’obtention de vitroplants conformes a la plante mére ;
e assurer le maximum de matériel végétal de départ pour les étapes suivantes ;

Une deuxieme phase de callogénése et de régénération afin :

e d’¢étudier la callogénése pour trois types d’explants (tiges, feuilles et racines) ;
e de rechercher un milieu qui permet :
o L’induction de cals;
o L’obtention de cals avec une bonne croissance, consistance et texture ;
o L’obtention de cals permettant la régénération soit par la formation d’amas proembryogenes,
soit par la formation de bourgeons.
e de sélectionner un milieu de callogénése adéquat pour chaque type d’explant;
e de déterminer le ou les types d’explants qui ont permis le développement du type de cal recherché ;
e de développer des embryons somatiques ou des bourgeons dans un milieu adéquat;
e de régénérer des plantules a partir des cals ;
e de multiplier des cals sur le milieu choisi afin d’avoir un grand nombre pour la phase de sélection;

Partie 2 :

L’objectif de cette partie, est de déterminer la tolérance a différentes concentrations de NaCl pour les deux

variétés étudiées. Pour cela deux expérimentations ont été menees :
Expérimentation 1 :

Dans cette phase en conditions in vivo, un essai en pot est conduit sous serre, sur la tolérance a la salinité

au stade émergence et début de développement des feuilles, des deux variétés étudiées. Cet essai va



permettre de déterminer la tolérance et les concentrations létales de NaCl pour chaque variété et de les
comparer avec ceux obtenus dans la deuxieme expérimentation, car la détermination & ce stade de
développement prend moins de temps, et peut avoir un haut niveau de fiabilité; cela a été constaté chez

d’autres especes de la méme famille notamment la tomate.
Expérimentation 2 :

Détermination de la tolérance des cals des deux variéetés a différentes concentrations de NaCl. La sélection
des concentrations qui réduisent fortement la croissance des cals et éliminer celles qui inhibent totalement
la croissance des cals et provoque leur mort, en comparant les résultats avec ceux de la premiére

expérimentation;

Partie 3 :
L’objectif de cette partie est d’obtenir des cals variants qui tolérent la salinité ; les étapes sont :

e Multiplication répétée des cals sur les concentrations sélectionnées dans la deuxiéme partie;

e Sélection des cals tolérants aux concentrations étudiées ;
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Figure 6: Schéma représentant les étapes du protocole expérimental.




2. Matériel végétal :
Cette expérimentation & concerné deux variétés de 1’espece Solanum tuberosum L., la variété Kondor et la

variété Spunta. Les variétés sont présentées dans le tableau 3.

Les semences utilisées sont de classe E en provenance de la Hollande conservées avant utilisation a une

température de 6°C.
2.1 Préparation du matériel végétal :

Pour la partie in vitro, les tubercules sont désinfectés en surface avec un passage a I’hypochlorite de
sodium a faible concentration (10 %), ensuite rincés plusieurs fois. IlIs sont mis a prégermer a 1’obscurité a

une a une température de 17°C a 23°C, pour une durée de 30 a 60 jours.

Les germes allonges de plus de 4 cm, sont prélevés des tubercules et stérilisés sous la hotte de la fagon

suivante :

- Passage dans un mouillant a 2% pendant 5 minutes ;

- Passage dans le mercryl laurylé a 30% pendant 3 minutes ;

- Ringage avec ’eau distillée stérile ;

- Un dernier passage dans I’hypochlorite de sodium a 3° pendant 5 minutes ;

- 3 Ringages avec I’eau distillée stérile.
Par contre, les tubercules destinés a I’essai sous serre sont choisis de facon a avoir des tubercules
relativement de la méme taille et avec le méme nombre de germes (yeux). Ils sont mis ensuite pendant 20

jours a température ambiante afin de prégermer.
3. Méthodes :
3.1. Partie 1:
3.1.1 Micropropagation :
Globalement, les stades de la micropropagation effectués dans ce travail sont :

o ¢tablissement d’une culture aseptique ;
e multiplication des vitroplants par repiquage.
Les germes stérilisés préalablement sont fragmentés en autant de fragments, qu’il y’a de nceuds, en évitant

la base du germe, les boutures mesurent de 8-10 mm.



Les boutures ainsi réalisées sont mis en culture dans des tubes contenants 30 ml de milieu de culture.

Les tubes sont placés sous une luminosité de 50 watt/m?, et une photopériode de 12h. La température est

maintenue a 25 + 2°C.

Tableau 3: Présentation des deux variétés de pomme de terre (Solanum tuberosum L.) utilisees (Doornbos

et Ros, 1987 ; Corrignan et Trillion, 2005).

criteres

variété Kondor

variété Spunta

origine génetique

61 333 X Wilja

Béa X U.S.D.A. x 96-56

obtenteurs

J.P.G Kolnst-Agrico (Pays Bas)

J. Oldemburger —Pays-Bas

inscription au catalogue

1987

1967

catégorie consommation Consommation
maturité demi-précoce Demi-précoce
forme oblong allongée, yeux demi- forme allongée, yeux tres
tubercule enfoncés, peau rouge, chair jaune superficiels, peau jaune, chair
pale. jaune pale
rouge violace foncé, pilosité assez . . -
germe . Violet, conique, pilosité moyenne
faible
taille moyenne a basse, port mi-dressé . )
X plante . ) Taille haute, port dressé
caractéres a dresse
descriptifs - — -
vert foncé, ouverte a mi-ouverte, Vert franc, mi- ouvertes, ovale
feuille ovale a nervures assez enfoncées, arrondi, peu divisée, foliole
folioles grandes. moyenne.
floraison abondante Assez abondante
fleur rouge violace assez foncé. Blanche
fructification modérée a abondante Tres rare
caractéres | rendement tres élevé Tres éleve
culturaux
_e_t ) calibrage tubercule trés gros Tubercule tres gros
d'utilisation




= Milieu de culture :
Le milieu de culture employé pour la micropropagation est le milieu de Murashige et Skoog (MS) (1962)
(Annexe 1) avec les vitamines de Morel et Wetmore (1951) (Annexe 2) et 30 g/l de saccharose, le pH est

ajusté a 5,7 (Nouri- ellouz et al., 2006)

+ Repiquage :
Aprés 3 a 4 semaines de croissance, les vitroplants de plus de 4 nceuds, sont repiqués sur le méme milieu

pour les multipliés et avoir le maximum de matériel végétal.

Les vitroplants sont retirés des tubes et fragmentés en explants de 5 a 10 mm, pourvu chacun d’un

bourgeon axillaire. Les conditions de culture restent les mémes (photopériode et température).
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Figure 7 : les vitroplants obtenus par micropropagation des deux variétés. (a) vitroplant G1 de la variété
Kondor ; (b) vitroplant G1 de la variété Spunta ; (c)vitroplant G2 de Kondor ; (d)vitroplant G2 de Spunta.

3.1.2 Callogénese et régénération:
= Callogénese :
Les cals ont été initiés pour les deux variétés, sur trois types d’explants a partir des vitroplants (G2 :

deuxieme génération) multipliés précédemment.

» fragments de tige ;
» fragments de feuille,
» fragments de racine.

Les explants sont réalisés en conditions d’asepsie sous la hotte a flux laminaire comme suit :

-Le vitroplant est retiré du tube, en gardant les racines enveloppées du milieu de culture pour éviter

qu’elles ne se dessechent.



-Les feuilles sont séparées une a une du reste du vitroplant, les deux extrémités de la feuille sont
sectionnées et la nervure centrale enlevée, la feuille est fragmentée ensuite de fagon a avoir des petits

carrés de 5mm.

- les fragments de tiges et de racines doivent étre dépourvus de zones méristématiques, les fragments

de tige mesurent de 5-7mm, ceux de racine 8-10mm.
Ces manipulations doivent étre realisées en peu de temps pour éviter le dessechement des explants.

+ Milieux de culture :
Les milieux de culture testés, contiennent une cytokinine la BAP, et différentes concentrations d’une

auxine, le 2,4D. Les milieux sont a base de :

- milieu Murashige et Skoog (MS) (1962) ;

- les vitamines de Morel et Wetmore (1951) (Vargas et al., 2005);
- 30 g/l de saccharose;

- 0,5 mg/l de BAP (Seabrook et Douglass, 2001).

- différentes concentrations de 2,4D ont été testées:

0,5 mg/l;

- 1mgll;

- 2mgll;

- 3mg/l;

- 4 mg/l. (Vargas et al., 2005 ; De Garcia et Martinez, 1995).
-pH 5,7

Les 5 milieux sont testés pour chaque type d’explant des deux variétés.

+ Déroulement des cultures :



50 explants de chaque type (feuille, tige et racine) sont mis en culture dans chacun des milieux testés pour
une durée de 4 - 5 semaines, dans des boites de Pétri de 9cm de diametre contenant 30 ml de milieu de

culture, a raison de 10 explants par boites.

Les conditions environnementales de la culture sont les mémes que ceux utilisées en phase de

micropropagation jusqu’a la phase de régéneération.

= Régénération in vitro :
Les embryons somatiques ou les bourgeons développés sur les cals sont transférés dans un nouveau milieu

qui permettra leur développement.

Les conditions environnementales de la culture sont les mémes que ceux utilisées en phase de

micropropagation.

4+ Milieu de culture :

Le milieu de culture est le suivant :

- milieu MS (1962) ;

- les vitamines de Morel et Wetmore (1951) ;
- 20 g/l de saccharose;

- 0,05 mg/l de GA:s.

+ Facteurs d’étude:
v Callogénese :

Le suivi des cultures a été effectué toutes les semaines sur les facteurs suivants :

- Temps nécessaire a 1’induction de la callogénese ;

- pourcentage d’induction des cals aprés deux semaines;
- Localisation de la formation du cal sur I’explant;

- Pourcentage de cals présentant un enracinement ;

- Poids frais des cals chaque semaine;

- Coloration, consistance et texture des cals;

- Temps nécessaire a I’initiation de la régénération (observation au binoculaire) ;



- Pourcentage de cals présentant une régénération.

v Régénération et développement de plantules :

-Temps nécessaire a I’initiation du développement des plantules.

- pourcentage de survie et de reprise sur le nouveau milieu.

+ Analyse des résultats :
L’analyse des résultats est faite par comparaison entre les 5 milieux de culture et entre les trois types

d’explants pour chaque variété. Pour cela :

- Les moyennes des parameétres quantitatifs sont calculées a 1’aide du logiciel, Microsoft Excel 2007 ;

- Comparaison de la croissance des cals d’un explant donné sur les différents milieux testés ;

- Mettre en évidence I’effet des différentes combinaisons BAP/2,4-D sur la callogénese et la
régénération des différents explants ;

- Déterminer le type de cals bénéfique a la régénération.

3.2. Partie 2 :
3.2.1 Essai sous serre :

Cet essai va permettre de déterminer I’impact de la salinité sur le premier stade de développement des deux

variétés, et de déterminer leur tolérance au stress salin.

Les tubercules pré germés sont plantés dans des pots (capacité de volume : 51) en plastique, a raison d’un

tubercule par pot.

Les pots sont irrigués un jour sur deux, avec une eau contenants différentes concentrations de NaCl (0, 3, 5,
7,9, 12, 15, 18 g/l) sur une durée de 4semaines. Le dispositif comprend trois répétitions pour chaque
concentration.



Figure 8 : dispositif expérimental des essais en pot sous serre pour les deux variétés Kondor et Spunta.

#+ Facteurs d’étude:
Le premier suivi de I’essai est effectué 10 jours apres la date de plantation, ensuite toutes les semaines. Le
suivi comprend : le taux de mortalité, la date d’émergence (levée) pour les plants vivants, la mesure de la

hauteur des tiges.

+ Analyse des résultats :
Les résultats sont traités statistiquement par les logiciels STATITCF et Microsoft Excel 2007 ; comme

suit :

- Calculer la moyenne de la durée en jours entre la plantation et 1’émergence, ainsi que la moyenne de
croissance des tiges pour chaque traitement ;

- Analyse de variances;

- Comparaison multiple des moyennes selon la méthode de Newman et Keuls ;

- Calculer les indices de tolérance a partir des moyennes de hauteur des tiges. Les indices de
tolérance sont déterminés par le rapport de la longueur moyenne de la plantule en présence de stress
sur celle notée en absence de stress.

Cette analyse de résultat va permettre de :

- Déterminer si la salinité affecte la date d’émergence des plants ;
- Déterminer les concentrations 1€tales qui inhibent totalement I’émergence;

- Déterminer I’effet de la salinité sur la croissance des tiges pour le stade développement étudié ;

3.2.2 Tolérance des cals a la salinité :



Ce test va nous permettre de déterminer la tolérance des cals a la salinité et la sélection des concentrations

qui réduisent fortement leur croissance.

Des cals initiés sur le type ou les types d’explants sélectionnés, et sur le milieu de calogénése sélectionné
en premiere partie ; sont multipliés dans différentes concentrations de NaCl allant de 1 a 18 g/l avec un

écart de 1g.

30 cals sont alors multipliés, pendant 24 jours, dans chaque concentration pour les deux variétés et pour

chaque type d’explant.

+ Facteur d’étude:

Le suivi est effectué chaque 8 jour et comprend :

- Lacroissance des cals par la mesure du poids frais chaque 8 jours ;
- Le taux de mortalité et de reprise par traitement;

+ Analyse des résultats :
Les résultats sont traités statistiquement par le logiciel STATITCF et Microsoft Excel 2007, de la facon

suivante :

- Calculer les moyennes des poids de cals pour chague traitement ;

- Analyse des variances ;

- Calculer le pourcentage de reprise pour chaque traitement ;

- Comparaison multiple des moyennes par le test de Newman et Keuls ;

- Calculer les taux de croissance en poids, qui sont déterminés par le rapport du poids moyen des cals
pour un traitement donné a 24 jours de croissance sur le poids moyen initial des cals.

- Calculer les indices de tolérance par le rapport du taux de croissance des cals en présence de stress
sur celui en absence de stress.

Les résultats ainsi traités vont permettre de :

- Déterminer I’effet de la salinité sur la croissance des cals ;
- Determiner les concentrations létales et celles qui reduisent fortement la croissance ;
- Comparaison des résultats obtenus dans les deux expérimentations de cette partie, sur la tolérance

de chaque variété aux différents traitements ;



- Déterminer les intervalles de concentration a utiliser pour la sélection de cals tolérants pour le ou les

types d’explants choisis a I’issu de la partiel.

3.3 Partie 3 : sélection de cals tolérants.
Apreés avoir déterminé les intervalles de concentrations, les cals multipliés sur les concentrations de ces
intervalles dans la partie 2 pour chaque type d’explant, sont repiqués une seconde fois sur ces méme

concentrations a raison de 50 cals par traitement.
Le suivi est effectué par cals sur les facteurs suivants :

» Poids moyen du cal ;
> Présence de brunissement ;
» Consistance du cal.

Pour une meilleur analyse, des calcules sont réalisés par le logiciel Microsoft Excel 2007 :

» Pourcentage de reprise pour chaque traitement ;
» Taux de croissance de chaque cal et la moyenne du taux de croissance pour chaque traitement ;
» Indice de tolérance pour chaque cal et pour chaque traitement.
Le but de ce premier repiquage est de déceler des cals qui présentent un développement supérieur au

développement moyen de I’ensemble de cals multipliés sur un traitement donné.

Apres la sélection de ces cals, trois repiquages successifs vont étre effectués afin de vérifier la tolérance de
ces cals. Un suivi sera effectué sur le poids des cals et la présence de brunissement cela va permettre de

calculer le taux de croissance et 1’indice de tolérance de chaque cal.

On estimera la stabilité du caractére de tolérance a ce stade d’étude par la comparaison du degré de
tolérance au cours de ces trois repiquages ; si un cal garde le méme degré de tolérance au cours de cette

phase il est considéré comme tolérant a la concentrations dont il est soumis.



Chapitre 3 : Reésultats et
Interpretations



1. Partie 1 : Callogéneése et régénération.

Les résultats sont présentés par type d’explant. Pour chaque type d’explant les résultats des deux variétés

étudiées sont exposés :

1.1Racine :
» Effet des différentes combinaisons BAP/2,4-D sur la callogénese et la régénération:

Les résultats de I’effet des différentes combinaisons BAP/2,4-D sur la callogénese des racines, sont

présentés dans le tableau 4-1 pour la variété kondor et dans le tableau 4-2 pour la variété spunta.

Chez les deux variétés, la callogénése des explants de racines est initiée aprés une semaine a 10 jours de
culture sur les milieux contenants les combinaisons 0,5 mg BAP/2 mg 2,4-D; 0,5 mg BAP/3mg 2,4-D et

0,5 mg BAP/4mg 2,4-D. sur le reste des milieux I’initiation des cals est un peu plus tardive.

Les différentes combinaisons BAP/2,4-D ont affectées le pourcentage d’induction de callogénése chez les
deux variétés, le pourcentage le plus élevé est de 96% et a été enregistré chez la variété kondor sur le
milieu 4. Quant a la variété spunta les milieux 3, 4 et 5 ont donnés le méme pourcentage d’induction de

cals qui est de 94%. Le pourcentage le plus faible a été enregistré sur le milieu 2 pour les deux variétes.

La formation du cal sur I’explant chez les deux variétés commence des extrémités ensuite s’étend soit
partiellement sur le reste de I’explant (milieu 1 et le milieu 2), soit sur la totalit¢ de I’explant (milieu 3). Sur

le milieu 4 et le milieu 5, les cals se sont initiés et formés sur toute la surface de I’explant.

L’enracinement des cals a été observeé sur les 5 milieux de cultures a des pourcentages différents pour les
deux variétés (tableau 4-1; tableau 4-2); sur le milieu 2 , la totalité des cals (100%) présentent un

enracinement pour les deux variétés.

L’effet des combinaisons BAP/2,4-D sur la couleur, la consistance et la texture des cals était différents

pour et entre les deux variétés étudiées (tableau 4-1; tableau 4-2).



Tableau 4-1: Résultats des parameétres étudiés pour la callogénése des racines de la variété Kondor.

Pourcentage formation Pourcentage Consistance
Milieux d’induction initiation des cals , . & Couleur des cals
de cals du cal d’enracinement des cals
Gonflement des
ili explants apres 5 jours, aux i
'(\::SI'EM initiation : extrémites 72 % blanchatre
BAP;“c?s 78 % - 44 % aprés une ensuite sur 20 % friable peu A
' semaine: quelques granulé |6 % blanchatre
Mg 2,4D) - 34% apres 15 jours. | Points de translucide
I'explant
- Gonflement des
0,
Y2 explants apres une ta,ux_t, gll’d'zh/?t
(0,5 mg semaine, initiation : sr):sﬁzlszi 100% friable et anchatre
0 - 12 %aprés une 0 i
BAP/1mg | T0% | ~12%ap quelques lisse {16 58%
2,4D) - 58 % apres 15 jours p'omts de blanchatre
I'explant translucide
Gonflement des
Milieu 3 explants apres 5 jours, | aux 80 % vert claire
(0,5mg Initiation : extrémiteés Peu avec des zones
BAP/ 2 mg 88% - 68 % apres une ensuite sur 44 % compact, |blanchatres
2.4D) semaine; _ tout granuleux
- 20% apres 10 jours. | I'explant 8% vert claire
o Gonflement des 40 % lai
Milieu 4 explants aprés 5 jours, Peu aveco d\;esr;gnaé;e
e 96% Initiation sur tout 34% compact, blanchatres
BAP/ 3 mg 0 - 74% apres une I'explant 0 peu
240 semaine, globuleux 56% vert claire
- 22% aprés 10 jours. 0
Gonflement des
explants apres 5 jours, 14 % blanchatre
Milieu 5 initiation :
-680 A . 0 i
(0,5mg 68 % apres une sur tout friable 44 % vert claire.
BAP/4mg|  94%  fsemaine; l'explant 48% granulé
2,4D) - 26 % apres 10 jours. 36 % vert claire
avec des zones
blanchatres




Tableau 4-2: Résultats des parameétres étudiés pour la callogénése des racines de la variété Spunta.

s Induction T formation . .
Milieux initiation des cals enracinement | consistance couleur
de cals du cal
Gonflement des
N explants aprés 5 jours, aux - 54%
Milieu 1(0,5 initiation : extremites _ blanchatre
mg BAP/ 0,5 78% - 30% aprés 10 jours; | ensuite sur 790 friable peu 24%
mg 2,4D) - 48 % apres 15 jours. qu?lqugs granule blanchatre
p'omts ¢ translucide
I'explant
N Gonflement des aux 0
Milieu 2 (0.5 explants aprés une extrémités friable et | bl 260h/éotre
mg BAP/ 1 mg semaine, initiation : | ensuite sur 100% rev’e e o
68 % N ; e lisse 42%
2.4D) - 33% apres 10 jours; | quelques blanchatre
- 35% apres 15 jours | points de ;
. translucide
I'explant
Gonflement des
- explants apreés 5 jours, aux
Milieu 3 (05 initiation extrémités friable | Vertures
mg BQFI’D/ 2mg 94 % - 52% apres une ensuite sur 60% ranuleux claire
AD) semaine; tout g blanchatre
- 42% apres 10 jours. | [I'explant
Gonflement des
- explants aprés 5 jours,
Milieu 4 (05 initiation : sur tout peu
MgBAP/SMY [ 9406 | - 689 apres une ; 48 % compact | vert claire
2,4D) . I'explant
semaine; granuleux
- 25% aprés 10 jours.
Gonflement des
- explants apres 5 jours, 50 % vert
Milieu 5 (05 initiation : peu claire
mgBAP/4mg | 9404 | - 729 aprés une o tf“tt 60% compact | 44 % vert
2,4D) semaine; explan granuleux | trés claire
- 22% aprés 10 jours. blanchétre

La croissance des cals de racines sur le milieu 4 est la plus éleveée et la plus rapide au bout de 35 jours de
culture pour kondor comme pour spunta, suivi du milieu 3 ensuite le milieu 5 chez la variété kondor et du
milieu 5 ensuite le milieu 3 chez la variété spunta. Les cals multipliés sur le milieu 1 et le milieu 2 ont eu

une croissance inférieur aux autres milieux (courbe 4; courbe 5).
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Courbe N°5 : croissance des cals de racines var. Spunta sur les différents milieux de cultures testes.
Milieu 1 :0,5 mg BAP/ 0,5 mg 2,4D;
Milieu 2 :0,5 mg BAP/ 1 mg 2,4D;
Milieu 3 :0,5 mg BAP/ 2 mg 2,4D;
Milieu 4 :0,5 mg BAP/ 3 mg 2,4D;

Milieu 5:0,5 mg BAP/ 4 mg 2,4D.



La régénération sur les cals de racines est nulle chez la variété spunta. Chez la variété kondor, 18% des
cals multipliés sur le milieu 4 contenant la combinaison hormonale 0,5 mg BAP/ 3mg 2,4-D, ont
développés des bourgeons au bout de 35 jours de culture (figure 11). Les cals formés sur le reste des
combinaisons ne présentent pas de régénération. On observe gue les bourgeons se sont développes que sur
des cals peu compacts et peu globulaires obtenus sur le milieu 4 seulement pour la variété kondor; pour la
variété spunta ce milieu n’a pas permis de développés des cals globulaires. Aucune autre combinaison
hormonale utilisés n’a permis le développement de ce type de cals chez les deux variétés, mais plutot des

cals avec des consistances friables lisses ou granulaires.
> . Effet du milieu MGA; sur le développement des embryons somatiques :

Aprés 35 jours les fragments de cals contenants les bourgeons de la variété kondor ont été transférés sur le
milieu MGA; contenant 0,05mg/l de GA3 et 20g/l de saccharose. Les bourgeons ne se sont pas développés,
il y’a eu formation de racines (figure 12) sur les fragments de cals apres 2 semaines du transfére, les cals
sont devenu blanchétres et friables. Au bout de 4 semaines un arrét de croissance a été observé sur les

fragments de cals.

Figure 11: bourgeonnement sur cal de racine induit sur la combinaison 0.5mg BAP/3mg 2,4D.

B : bourgeon.



Figure 12: Réactions des fragments de cals apres le transfére sur milieu de développement des bourgeons.

1.2Tiges :

> Effet des difféerentes combinaisons BAP/2,4D sur la callogénese et la régénération:

Les résultats de I’effet des différentes combinaisons BAP/2,4-D sur la callogénése des tiges, sont présentés

dans le tableau 4-3 pour la variété kondor et dans le tableau 4-4 pour la variéte spunta.

Chez les deux variétés, la callogénese est initiée apres une semaine sur tous les milieux sauf le milieu 2 ou

elle s’initie apres 10 jours.

Les différentes combinaisons BAP/2,4-D ont affectées le pourcentage de la callogénése chez les deux
variétés. La combinaison 0,5 mg BAP/0,5 mg 2,4-D est la plus réactive chez la variété kondor avec un
pourcentage de 88%. Pour la variété spunta, un pourcentage de 86% est enregistré sur les deux milieux
contenants respectivement les deux combinaisons 0,5 mg BAP/0,5 mg 2,4-D et 0,5 mg BAP/4mg 2,4-D.
76% d’explants ont induits une callogénése sur la combinaison 0,5 mg BAP/ 3mg 2,4-D; les pourcentages

enregistrés sur le milieu 2 et sur le milieu 3 ont été les plus inférieurs pour les deux variétés étudiées.

En ce concerne la localisation de la formation des cals sur les explants, il n’y avait pas de différences entre
les deux variétés et se limitait aux extrémités c.a.d. aux zones blessées sur le milieu 1. Sur le milieu 2, elle
commence des extrémités et s’étend sur toute la surface de 1’explant; par contre, chez le reste des milieux

la formation du cal se localise sur toute la surface de I’explant.

L’enracinement des cals de tiges chez les deux variétés est en général inférieur que celui observé sur les
cals de racines sauf sur milieu 2 ou 100% des cals présentent un développement de racines comme sur les
cals de racines. Sur le milieu 3 I’enracinement est moyen avec 58% chez kondor et 48% chez spunta; sur

les autres milieux, le pourcentage d’enracinement des cals est inférieur a 22% (tableau 4-3; tableau 4-4).



Chez les deux variétés, des cals friables, lisses ou peu granuleux d’un vert claire a blanchatre sont obtenus
sur les combinaisons 0,5 mg BAP/1 mg 2,4-D et 0,5 mg BAP/2 mg 2,4-D. Sur les deux combinaisons 0,5
mg BAP/3 mg 2,4-D et 0,5 mg BAP/4 mg 2,4-D, les cals sont respectivement granuleux et peu globuleux.
Seul la combinaison 0,5 mg BAP/0,5 mg 2,4-D a permis le développement de cals verts compacts et
globuleux (tableau 4-3; tableau 4-4).



Tableau 4-3: Résultats des parameétres étudiés pour la callogénése des tiges de la variété Kondor.

Milieux Inddeu(c:’:lcs)n initiation des cals formitallon Il enracinement | consistance couleur
Milieul 88 % gonflement et aux 20% compact, vert
(0,5 mg initiation apres une extrémités globulaire
BAP/ 0,5 mg semaine de l'explant
2,4D)
. gonflement apres une aux _
Milieu 2 semaine, initiation au | extrémités Friable et 42 % vert claire
. . riable e
05m 10eme jour ensuite sur .
( 9 20 % J toute | 100% lisse 28 % vert
BAP/1mg oute fa claire avec des
2,4D) surface de 70Nes
I'explant blanchatres
gonflement et 10 % vert
initiation apres une
Milieu 3 semaine 50 % vert
(0,5 mg sur toute la . claire
BAP/ 2 mg 74% surface de 58 % frle;ZIneuﬁ)éeu
2,4D) I'explant 9 14 % vert
claire avec des
Zones
blanchatres
Mifleu 4 igr?i?iggg]ne r;t (reés une 40 % vert
(05 mg 6% | semaine P sur tout 18 % compact
BAP/3 mg I'explant granulaire | 34 % vert
2,4D) claire
Milieu 5 gonflement et
(05 mg |n|t|a'_uon apres une U tout compact,
BAP/ 4 mg 86% |Semaine . 12 % peu vert
I'explant .
2,4D) globulaire




Tableau 4-4: Résultats des paramétres étudiés pour la callogénése des tiges de la variété spunta.

. Induction e formation du . .
Milieux initiation des cals enracinement | consistance couleur
de cals cal
Milieul (0,5 |86 % gonflement aprés une |aux 20% compact, vert
mg BAP/ 0,5 semaine et initiation | extrémités globuleux
mg 2,4D) apres 10 jours de l'explant
gonflement aprés une aux
Milieu 2 (05 semaine, initiation au | extrémités
10éme jour ensuite sur .
mg BAP/ 1 mg 0 J 100% vert claire
74 % toute la i i
2.4D) friable lisse | avec des zones
surface de blanchatres
I'explant
N gonflement et
Milleus (05 initia?ion apres une sur toute la friable peu vert claire
mg BZA4FI)D/ 2mg 74 9% [Semaine surface de 48% ranuFI)é
4D) I'explant g
- onflement et
Milieu 4 (0,5 gontie A
’ initiation aprés une sur toute la .
. P m vert clair
mg BZA:D/ 3M3 | 769% |semaine surface de 14 % eur(;%u%act ert claire
4D) I'explant g
- gonflement et
Milieu 5 (05 initiation aprés une “ur tout compact,
mg BZA:;A' M3 | 869% |Semaine Fexolant 22 % peu vert
4D) P globulaire

Le milieu 5 avec 4 mg de 2,4-D a permis chez les deux variétés une croissance rapide est élevée par rapport
aux autres milieux; suivi du milieu 4, ensuite du milieu 3. La croissance des cals sur le milieu 2 est la plus
inferieure. Les cals multipliés sur le milieu 1 chez les deux variétés, ont enregistrés une croissance plus
élevée que le milieu 2 mais est aussi inférieur aux autres milieux; cela peut étre expliqué du fait que les cals

sont limités aux extrémités des explants (courbe 6; courbe?).
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Courbe N°7 : croissance des cals de tiges var. Spunta sur les différents milieux de cultures testés.

Milieu 1 :0,5 mg BAP/ 0,5 mg 2,4D;
Milieu 2 :0,5 mg BAP/ 1 mg 2,4D;
Milieu 3 :0,5 mg BAP/ 2 mg 2,4D;
Milieu 4 :0,5 mg BAP/ 3 mg 2,4D;

Milieu 5 :0,5 mg BAP/ 4 mg 2,4D.



Sur la combinaison 0,5 mg BAP /0,5 mg 2,4-D, la régénération a été élevée sur les cals de tiges de la
variété kondor, elle s’est initiée aprés 28 jours de culture, avec un pourcentage de 80%; a 35 jours la
régenération est trés apparente et développée (figure 15). Sur la méme combinaison, 40% des cals de tiges

de la variété spunta ont développés des amas tres rapprochés, a partir de 30 jours de culture (figurel6).

Sur le milieu 1 avec la combinaison 0,5 mg BAP /0,5 mg 2,4-D chez les deux variétés, la régénération
observée semble étre faite par embryogénese somatique, car les amas formés présente au départ une
structure globulaire ensuite cotylédonaire. Mais cela est difficile a confirmer en se basant seulement sur des

observation au binoculaire

Chez la variéte spunta la régénération a été enregistrée seulement sur le milieu 1. Par contre chez la variété
kondor, 12% des cals multipliés sur le milieu 5 ont développés des bourgeons a 30 jours de culture et apres
35 jours de culture, les bourgeons sont bien différenciés (figure 17). Les cals formes sur le reste des

combinaisons ne présentent pas du tout de régénération.

Figurel5: Régénération sur des cals de tiges var. kondor induits sur le milieu 1 (0.5mg BAP/0.5mg 2,4-D).



Figure 16: régénération sur cal de tige var. spunta formés sur la combinaison 0.5mg BAP/0.5mg 2,4D

Figurel7: bourgeon sur un cal de tige var. kondor induit sur le milieu 5 (0.5mg BAP/4mg 2,4-D).

> Effet du milieu MGA; sur le développement de plantules :

Aprés 35 jours les fragments de cals présentant une régénération sont transférés sur le milieu de
développement contenant de la gibbérelline. La reprise et le début de développement sont observés dés la

premiere semaine pour les deux variétés (figure 18, figure 19).

Chez la variété kondor, le taux de reprise été de 90% pour les cals issus du milieu 1 avec une moyenne de
20 plantules par cal. Pour le milieu 5, la reprise été de 66,7% avec une moyenne de 4 plantules seulement

par cal. Aprés 4 semaines des plantules de plus de 4 nceuds se sont développées (figure 18).

Chez la variété spunta, le taux de reprise a été de 95%, les cals portés en moyenne plantules. Aprés 4

semaines les plantules ont développé plus de 4 neeuds (figure 19).



(@) (b)

Figure 18 : développement de plantules régenérées sur cals des tiges var. kondor (a) aprés une semaine;

(b) aprés 4 semaines.

(a) (b)

Figure 19: développement de plantules régénérées sur cals des tiges var. spunta (a) apres une semaine (b)

plantule de 4 semaines de développement.



1.3 Feuilles :

> Effet des differentes combinaisons BAP/2,4D sur la callogénese et la régénération:

Les résultats de I’effet des différentes combinaisons BAP/2,4-D sur la callogénese des feuilles, sont

présentés dans le tableau 4-5 pour la variété kondor et dans le tableau 4-6 pour la variété spunta.

Chez les deux variétés, la callogénése des explants de feuilles est précédée par un gonflement de I’explant
aprés 5 jours de culture sur le milieu 1, le milieu 4 et le milieu 5; quant a I’initiation des cals, elle est
observé apres une semaine. Par contre, sur les deux autres milieux, le gonflement est observé aprés une

semaine et les cals s’initient apres 10 jours pour le milieu 3 et 15 jours pour le milieu 2.

Les différentes combinaisons BAP/2,4-D ont affectées le pourcentage d’induction de callogénése chez les
deux variétés, le pourcentage le plus éelevé est de 88% et a été enregistré chez la variété kondor sur la
combinaison 0,5 mg BAP/ 0,5 mg 2,4-D. Sur cette méme combinaison, un pourcentage de 86% est
enregistré chez la variété spunta. Pour ce facteur d’étude qui est le pourcentage d’induction de cals les
milieux de culture sont classés apres le milieu 1 pour les deux variétés comme suit : le milieu 4, ensuite le
milieu 5 suivi du milieu 3 et dernier le milieu 2. Les pourcentages d’induction de cals sont plus élevés chez

la variété kondor (tableau 4-5; tableau 4-6).

La formation du cal sur ’explant chez les deux variétés differe sur chaque milieu, mais commence toujours

des extrémités ensuite s’étend sur I’explant ou pas (tableau 4-5; tableau 4-6).

L’enracinement des cals de feuilles n’a pas été beaucoup présent comme pour les cals de tiges et de
racines; mais c’est toujours sur le milieu 2 avec la combinaison 0,5 mg BAP/ 1 mg 2,4-D que le

pourcentage le plus €levé est enregistré (tableau 4-5; tableau 4-6).

L’effet des combinaisons BAP/2,4-D sur la couleur, la consistance et la texture des cals était différents; sur
le milieu 1 et le milieu 4, les cals sont verts compacts et globuleux. Sur les deux milieux 2 et 3, les cals sont
friable et lisse (tableau 4-5; tableau 4-6).



Tableau 4-5: Résultats des parametres étudiés pour la callogénese des feuilles de la variété Kondor.

Milieux e iz e initiation des cals eI €l enracinement | consistance couleur
de cals cal
Milieul 88 % sur toute les 0% compact vert
(0,5mg R extrémités globulaire
onflement apres 5 .
BAP/0,5 'c?urs initiatiog apres ensuite sur
mg 2,4D) Jours, nap une grande
une semaine .
partie de la
surface
Milieu 2 gonfl_emeht_a.pr_és une seulement
(0,5mg serr]alr;(;, Initiation aux 32 % vert claire
apres 15 jours extrémités friable et 10% vert avec
0, 0,
BAP/1mg| 42% blessées de 40% lisse des zones
2,4D) l'explant blanchatres
Milieu 3 gonflement aprés une seulement
(0.5 mg semaine, initiation aux
BAP/2mg| 58% aprés 10 jours extre/rmtes 36 % frlﬁble et vert claire
2.4D) blessées de ISS€
’ I'explant
sur toutes
- les
Milieu 4 onflement apres 5 extrémités t
(0,5mg 'gurs initiatiorrw) apres ensuite co:nr;afi _PEU 22 % vert
BAP/3mg| 86 % Jours, nap g 0% GlOBUTAITE 1 64 o4 vert foncé
2.4D) une semaine s'étends sur
’ une partie
de l'explant
50 % peu
. 72 % vert
Milieu 5 . compact
gonflement aprés 5 . 10 % vert avec
(0,5mg ours. initiation anrés sur toute les granulaire q
BAP/4mg| 82% jours, . P extrémités 2,4 % 32% peu €s zoAnes
une semaine blanchatres
2,4D) compact peu

globulaire




Tableau 4-6: Résultats des parameétres étudiés pour la callogénése des feuilles de la variété Spunta.

- Induction S formation du . .
Milieux de cals initiation des cals cal enracinement | consistance couleur
Milieul 86% sur toute les 6,97 % compact vert
(0.5mg " ¢ anres 5 extrémités globuleux
onflement apres
BAP/0,5 mg .g o P ) ensuite sur
2,4D) jours, initiation aprés
) une grande
une semaine )
partie de la
surface
Milieu 2 gonflement aprées une seulement
semaine, initiation aux )
(0,5mg . _ L . vert claire avec
409 |aPres 15 jours extrémités 40 % friable et des zones
(0] (o] .
BAP/1mg blessées de lisse A
2.4D) blanchatres
' I'explant
gonflement apres une seulement
Milieu 3 semaine, initiation aux ) _
(0.5 mg aprés 10 jours extrémités Friable, lisse .
BAP/2 m 54 % 7,4 % et peu vert claire
g blessées d
2,4D) essees de granuleux
I'explant
sur toutes
les
I\/(Illleu 4 gonflement aprés 5 extrémités compact
0,5 mg . [T N .
rs, initiation apr nsui
BAP/ 3 mg 80% jours, initiation apres Ie suite 12,5 % globuleux vert
2.4D) une semaine s'étends sur
une partie
de 'explant
Milieu 5 gonflement aprés 5 toute |
. o . sur toute les t vert
(0.5 mg . jours, initiation apres A . ped compac
BAP/ 4 mg 78 % _ extrémités 0% granuleux
2.4D) une semaine

La croissance des cals de feuilles sur le milieu 4 et le milieu 5 est la plus élevée et la plus rapide au bout
de 35 jours de culture pour spunta; par contre pour kondor se sont le milieu 1 et le milieu 4 qui ont eu les
taux de croissance les plus élevés le long de la culture. Les cals multipliés sur le milieu 3 et le milieu 2 ont

eu une croissance inférieur aux autres milieux (courbe 8; courbe 9).
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Courbe N°9 : croissance des cals de feuilles var. Spunta sur les différents milieux de cultures testés.
Milieu 1 :0,5 mg BAP/ 0,5 mg 2,4D;
Milieu 2 :0,5 mg BAP/ 1 mg 2,4D;
Milieu 3 :0,5 mg BAP/ 2 mg 2,4D;
Milieu 4 :0,5 mg BAP/ 3 mg 2,4D;

Milieu 5 :0,5 mg BAP/ 4 mg 2,4D.



Chez la variété kondor, la régénération a atteint un pourcentage de 44 % sur le milieu 1 (0.5 mg BAP /0.5
mg 2,4-D) et seulement 14 % sur le milieu 4 (0.5 mg BAP /3 mg 2,4-D) a partir de 30 jours de culture
(figure 22).

Pour la variété spunta la régénération est de 14 % chez le milieu 1 (0.5 mg BAP /0.5 mg 2,4-D) au bout de
35 jours de culture. Chez les autres milieux, il n’y a pas eu de régénération (figure 23).

Chez les deux variétés, la régénération s’est effectuée par bourgeonnement; car les bourgeons sont bien
différenciés.

» Effet du milieu MGA; sur le développement de plantules :

Le développement des plantules apres le transfere sur le milieu contenant 0,05mg GAS3, a initié apres 10-

15 jours pour les deux variétes.

Chez kondor, le taux de reprise été de 77,27 % pour les cals issus du milieu 1 avec une moyenne de 17
plantules par cal. Pour le milieu 4, la reprise été de 57,14% avec une moyenne de 5 plantules seulement par
cal. Pour spunta, le taux de reprise été de 42,85% avec une moyenne de 3 plantules par cal. Aprés 4

semaines les plantules développées chez les deux variétés sont de 2 a 3 nceuds (figure 24; figure 25).

(a) (b)
Figure 22: (a )bourgeons apreés 35 jours(b ) bourgeons apres 30 jours induits sur les cals de feuilles var.
kondor sur le milieu 1(0.5mg BAP/0.5mg 2,4-D).

B : bourgeon.



Figure 23: bourgeon sur cal de feuilles var spunta formés sur la combinaison 0.5mg BAP/0.5mg 2,4D.

B : bourgeon.

(@ (b
Figure 24 : développement des bourgeons issus de cal des feuilles (a) 2 bourgeons a 15 jours (b) fragment portant
plusieurs bourgeons aprés 4 semaines de développement var. kondor.

Figure 25: développement des bourgeons issus de cal des feuilles var. spunta, apres une semaine.



1.4 Récapitulatif des résultats de la partie 1 :

La régénération sur des explants de racines n’a pas ¢été accomplie dans les conditions testées. Malgré
que, chez la variété kondor sur les cals obtenus dans le milieu 4, des bourgeons ont été observés mais ils se

sont pas développés apres le transfere sur le milieu MGAs;.

En ce qui concerne les tiges, la régénération a réussie chez les deux variétés. Pour la variété kondor, elle
est constatée sur le milieul et le milieuS; mais ¢’est sur le milieu 1 que le taux le plus €élevé a été enregistré.
Chez la variété spunta seul le milieu 1 a induit une régénération sur les cals.

Pour les deux variétés, la régénération est induit sur des cals verts compacts et globuleux avec un
pourcentage de 80% et une moyenne de 20 plantules/ cal chez la variété kondor; et un pourcentage de 40%
et une moyenne de 12 plantules/ cal chez la variété spunta. Aprés le transfere sur le milieu MGA;3 des

plantes entieres se sont développés chez les deux variétés.

Quant aux cals des feuilles, la régénération de plantules a été induite pour les deux variétés. Chez la variété
kondor, la régénération a été observée sur les cals multipliés sur le milieu 1 et le milieu 5. Mais c’est sur le
milieu 1 comme pour les tiges que le taux le plus élevé a été enregistré avec 44% et une moyenne de 17
plantules/cal. Chez la variété spunta , 14% seulement de cals ont permis une régénération sur le milieul

avec une moyenne de 3 plantules/cal.

A Dlissue de ces résultats, les explants de racines ne seront pas employés dans le reste de

I’expérimentation puisqu’ils n’ont pas été appropriés a la régénération chez les deux variétés étudiées.



2. Partie 2 :

L’objectif de cette partie, est de déterminer la tolérance a différentes concentrations de NaCl pour les deux
variétés étudiées et de sélectionner des intervalles de concentrations a utiliser pour la sélection de cals
tolérants. Pour cela, deux expérimentations ont été menés. La premiére en condition in vivo et la deuxieme

en condition in vitro.

2.1 Essai sous serre :

L’objectif de cet essai est de déterminer la tolérance des deux variétés a la salinité au premier stade de
développement; ce stade dur en moyenne 30 jours et comporte deux courtes phases : 1’émergence et le
début du développement végétatif. Pour cela, des tubercules prégermés de cette variété ont été plantés dans

des pots et irrigués avec des concentrations croissantes de NaCl.

2.2.1 Effet du stress salin sur I’émergence des plantules :

Le pourcentage d’émergence chez la variété spunta est de 100% pour les traitements: TO (0g/1), T3 (3g/l),
T5 (5g/), T7 (7g/l), T9 (9g/l), T12 (129/l). chez la variété kondor les traitements TO, T3, T5, et T7 ont
permis aussi une émergence de 100%. Pour les deux traitements T15 (15¢/l) et T18 (18g/l) chez spunta et
T9, T15, T18 chez kondor; 1’émergence a été inhibée; ces derniers traitements ne sont pas pris en

considérations dans le reste de 1’expérimentation pour chaque variété.

L’effet de la salinité sur la date d’émergence a fait I’objet d’une analyse de variance représentée dans le

tableau 5-1 pour la variété kondor et le tableau 5-2 pour la variété spunta :

Tableau 5-1: résultats de 1’analyse de variances a un seul facteur, I’effet des traitements sur la date
d’émergence var. kondor.

variances DDL carrés testF probabilité E.T. C.v.
moyens
totale 11 7,9
traitements 3 24,31 21,34 0,0018
variance blocs 2 3,58 3,15 0,1159
variance résiduelle 6 1,14
1

1,07 5,6%




Tableau 5-2: résultats de 1’analyse de var iances a un seul facteur, I’effet des traitements sur la date

d’émergence var.spunta.

variances DDL carrés moyens test F probabilité E.T. C.Vv.
Totale 17 3,86
traitements 5 10,32 15,75 0,0002
variance blocs 2 3,72 5,68 0,0224
variance résiduelle 10 0,66
1
0,81 6,4%

L’analyse de variances montre un effet hautement significatif des traitements sur la date d’émergence chez
les deux variétés, cet effet est présenté par les moyennes de jours entre la plantation et 1’émergence pour

chaque traitement dans les tableaux suivants :

Tableau 5-3: moyennes de la durée en jours entre la plantation et I’émergence pour les différents

traitements var. kondor.

Traitements TO T3 T5 T7

Moyennes(en jours) 16,33 +1,15| 17,33+0,58 20,0+ 0 22,67 +2,31

Tableau 5-4: moyennes de la durée en jours entre la plantation et 1’émergence pour les différents

traitements var.spunta.

Traitements TO T3 T5 T7 T9 T12

Moyennes(en
100+0 |11,33+1,15| 12,33+0,57 [13,67+153|140+1,73 150+0

jours)

Chez la variéeté spunta les tubercules non soumis au stress salin ont émergés apres 10 jours de la date de
plantation. Une eau d’irrigation a 12g/l de NaCl a retardé 1’émergence de 5 jours. Donc, chaque gramme de
NaCl retarde 1’émergence de 0,41 jours en moyenne. Chez la variété kondor, les tubercules non soumis au
stress salin ont émergés apres 16,33 jours en moyenne de la date de plantation. Une eau d’irrigation a 7g/1
de NaCl a retardé I’émergence de 6,34 jours. Donc, chaque gramme de NaCl retarde I’émergence de 0,9

jours en moyenne.
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Figure 26: effet des différents traitements sur les dates d’émergences chez la variété Kondor.

16
14

12
10
i B moyennes
(en jours)
TO T3 T5 T7 T9 T12

Traitements

date d'émergence

L B L = =) B ¢ o

Figure 27: effet des différents traitements sur les dates d’émergences chez la variété Spunta.

On peut dire que la variété kondor est plus sensible que spunta vis-a-vis du stress salin pour ce facteur

qui est la date d’émergence.

Selon le test de Newman et Keuls les moyennes des dates d’émergences pour les différents traitements sont

classées en groupes comme suit :



Tableau 5-5 : Résultat de la comparaison des moyennes des dates d’émergences var. kondor.

Traitements Groupes homogénes
T7 A

T5 B

T3 C

TO C

Tableau 5-6 : Résultat de la comparaison de moyennes des dates d’émergence pour la variété spunta.

Traitements Groupes homogenes
T12 A

T9 AB

T7 AB

TS5 BC

T3 CD

TO D

Pour la variété kondor, la comparaison des moyennes a révélé une différence non significative entre le

témoin TO et le traitement T3, et une différence hautement significative entre TO et le reste des traitements.

Pour la variété spunta, la comparaison des moyennes a révélé une différence significative entre le témoin
TO et le traitement T3, et une différence hautement significative entre TO et le reste des traitements. Une

différence non significative est constatée entre T7 et T9.

3.3.1 Effet de lasalinité sur le début du développement végétatif :

L’effet de la salinité sur le début du développement végétatif des deux variétés a été mis en évidence par le
suivi de la hauteur des tiges sur une période de 30 jours apres la date de plantation pour les différents
traitements. Des analyses de variance ont été effectuées, les résultats sont présentés dans les tableaux

suivants :



Tableau 5-7: résultats de ’analyse de variance a deux facteurs, 1’effet des traitements et de la durée des

traitements sur la hauteur des tiges var. kondor.

Variances DDL carrés moyens test F probabilité E.T. C.vV.
Totale 35 20,07
Traitements 3 42,98 43,82 0,0000
Temps 2 249,98 254,9 0,0000
inter facteurs 6 5,72 5,83 0,0010
variance blocs 2 8,76 8,93 0,0015
variance 22 0,98
residuelle 1
0,99 18,3%

Tableau 5-8: résultats de 1’analyse de variance a deux facteurs, I’effet des traitements et de la durée des

traitements sur la hauteur des tiges var. spunta.

Variances DDL carrés moyens test F probabilité E.T. C.v.
Totale 53 20,06
Traitements 5 59,2 24,12 0,0000
Temps 2 301,56 122,88 0,0000
inter facteurs 10 7,88 3,21 0,0053
variance blocs 2 0,98 0,4 0,6777
variance 34 2,45
residuelle 1
1,57 15,0%

Les analyses de variances montrent que 1’effet des différents traitements et de leur durée est hautement

significatif sur le début du développement végetatif chez les deux variétés.



Les courbes établies par les moyennes des hauteurs de tiges des deux variétés pour chaque traitement, et

représentées en dessous montrent 1’effet croissant des traitements sur la croissance des tiges.

Une diminution de 6,8 cm en moyenne est constatée a 12 g/l de NaCl chez la variété spunta. Pour la variété

kondor, une diminution de 4,44 cm en moyenne est constatée a 7 g/l de NaCl.
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Courbe 10 : Effet des différents traitements en NaCl sur la hauteur des tiges aprés 30 jours de la date plantation var.
kondor.
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Courbe 11: effet des différents traitements en NaCl sur la croissance des tiges chez la variété spunta.

Les courbes tracées sont des courbes de régression de tendance linéaire dont 1’équation est représentée

comme suit:

y=ax+h.



a : coefficient de régression ou pente;
b : constante.
-Pour la variété kondor :
y =-1,613x + 9,46.
Le coefficient de détermination : r* = 0,9096.
-Pour la variété spunta :
y =-1,3583x + 15, 184
Le coefficient de détermination : r* = 0,9815.

Selon les équations déterminées on peut dire qu’une augmentation de la concentration de NaCl, entraine

une diminution de la hauteur des tiges chez les deux variétés.

Les valeurs de r® expriment que 1’ajustement des estimations des deux équations est bon. En ramenant
cette valeur en pourcentage, on peut dire que 90,96% de la variabilité des hauteurs de tiges chez kondor et

98,15% chez spunta est expliquée par la liaison avec les traitements en NaCl.

Une comparaison multiple est réalisée pour chaque variété des moyennes des hauteurs des tiges selon
chaque traitement. La comparaison multiple est établie par le test de Newman-Keuls. Les tableaux 5-9 et 5-

10 démontrent les résultats :

Tableau 5-9: Résultat de la comparaison des moyennes de hauteurs des tiges pour les différents
traitements var. Kondor.

Traitements Groupes homogénes

TO A

T3 B

T5 C

T7 C
Tableau 5-10: Résultat de la comparaison des moyennes de hauteur de tiges pour chaque traitement var.
spunta.

Traitements Groupes homogénes
1o A
T3 B
T5 B




Les résultats du test pour la variété kondor présentés dans le tableau5-9 montrent une différence non
significative entre le traitement T5 et le traitement T7, et une différence hautement significative entre le
témoin TO, le traitement T3 et le groupe formé par le traitement T5 et T7. Ceux de la variété spunta
présentés montrent une différence non significative entre le traitement T3 et le traitement T5, ils forment le
méme groupe. Une différence significative existe entre le traitement T7 et T9; les différences entre le reste

des traitements sont hautement significatives.

Une comparaison multiple des hauteurs de tiges selon la durée du traitement par le méme test de Newman-
Keuls est effectuée aussi pour chaque variété.
Les tableaux ci-dessous démontrent les résultats :

Tableau 5-11: Résultat de la comparaison des moyennes de hauteurs des tiges selon le temps. Variété
Kondor.

Temps (jours) Groupes homogénes
30j A

24 j B

17j C

Tableau 5-12 : Résultat de la comparaison des moyennes de hauteur de tiges a différentes période de la
culture.

Temps (jours) Groupes homogenes
30j A

224y | B

17j C
Les résultats du tableau 5-11, exposent des différences hautement significatives entre 1’ensemble des

moyennes comparées et c’est la moyenne enregistrée a 30 jours qui est la plus significative.

Les résultats du tableau 5-12, montrent des différences hautement significatives entre 1’ensemble des

moyennes comparées et c’est la moyenne enregistrée a 30 jours qui la plus significative.

De cela, des indices de tolérance sont calculés a partir des moyennes notées a 30 jours de développement
pour les deux variétés (tableau 5-13; tableau 5-14). Il est a souligner que plus la valeur de I’indice est

grande, plus la tolérance est importante.



Tableau 5-13 : les valeurs des indices de tolérances basés sur la hauteur des tiges a 30 jours pour chagque

traitement, variété kondor.

Traitements Indice de tolérance
T3 0,92
T5 0,61
T7 0,47

Tableau 5-14 : les valeurs des indices de tolérances basés sur la hauteur des tiges a 30 jours pour chaque

traitement, variété spunta.

Traitements Indice de tolérance
T3 0,85
T5 0,77
T7 0,64
T9 0,58
T12 0,49

Une échelle de tolérance théorique est proposée pour comparer les indices de tolérances calculés pour les

différents stress aux valeurs théoriques de cette échelle (tableau 5-15).

Tableau 5-15 : échelle de tolérance au sel pour la hauteur des tiges.

Classes échelle
Sensible IT<0,25
Moyennement sensible 0,25< IT <0,50
Moyennement tolérante 0,50< IT <0,75
Tolérante 0,75<IT<1

Les valeurs de ces indices de tolérance, montrent au stade de développement étudié, que la variété kondor
est tolérante au traitement T3, et moyennement tolérante au traitement T5. Pour le traitement T7, cette
variété se montre sensible. Quant a la variété Spunta, elle se montre tolérante au traitement T3 et T5 et
moyennement tolérante aux deux traitements T7 et T9. Elle est aussi moyennement sensible au traitement
T12. Ces résultats correspondent au classement établi par le test de Newman et Keuls des moyennes des

dates d’émergences pour les différents traitements chez la variété spunta.

3.4 Tolérance des cals a la salinité :



30 cals de tiges et de feuilles des deux variétés ont été repiques sur des milieux de cultures contenants des
concentrations croissantes de NaCl (de 1 218 g/l ).

L’effet du sel sur la croissance des cals a été¢ mis en évidence par un suivi des poids des cals sur 24 jours de
culture.

3.4.1 Effet de la salinité sur la croissance des cals de tiges :

Une semaine aprés la mise en culture, les cals de tiges de la variété kondor repiqués sur les concentrations
15g/l, 16g/1, 179/l et 18g/l de NaCl sont morts; chez la variété spunta aussi, les cals repiqués sur les

milieux contenants 17¢/l et 18g/l de NaCl sont morts. lls ont brunis et se sont vitrifiés. Pour chaque variété

ces concentration sont ¢liminées du reste de 1’expérimentation et considérées comme létales.

Figure N°28 : cals de tiges morts, a gauche var. kondor sur 15¢/I de NaCl ,et a droite var. spunta sur 17g/l.

Les poids des cals de tiges ont fait I’objet d’une analyse de variances pour chaque variété dont les résultats

sont présentés dans les tableaux suivants :

Tableau 6-1 : Résultats de I’analyse de variance a deux facteurs, I’effet des traitements et de la durée des

traitements sur la croissance des cals de tiges de la variété kondor.

Variances DDL carrés moyens testF probabilité E.T. C.v.
Totale 179 1216,21
Traitements 14 5888,22 2642,96 0,0000

Temps 3 21820,04 9794,05 0,0000




inter facteurs 42 1655,76 743,2 0,0000

variance blocs 2 0,45 0,2 0,8183
variance 118 2,23
residuelle 1

1,49 1,3%

Tableau6-2 : Résultats de I’analyse de variance a deux facteurs, I’effet des traitements et de la durée des

traitements sur la croissance des cals de tiges de la variété spunta.

Variances DDL carrés moyens testF probabilité E.T. C.v.
Totale 203 1270,38
Traitements 16 3581,39 1656,19 0,0000
Temps 3 50442,36 23326,7 0,0000
inter facteurs 48 1019,94 471,67 0,0000
variance blocs 2 5,69 2,63 0,0739
variance 134 2,16
residuelle 1
1,47 1,2%

Les analyses de variances révelent I’existence de différences hautement significatives dans le poids des

cals en fonction des différents traitements et en fonction de la durée de la culture chez les deux variétés (a

8jours, 16 jours et 24 jours).

Les moyennes des poids sont classées par le test de Newman- keuls en groupes homogeénes. Le tableau 6-3

présente le classement pour la variété kondor et le tableau 6-4 ceux de la variété spunta

Tableau 6-3: résultat de la comparaison des moyennes des poids des cals des tiges selon les différents

traitements var. kondor.

Traitements Groupes homogénes
TO A
T1 B

T2 C




La comparaison ainsi présentée des moyennes de poids des cals de tiges de la variété kondor révéle
I’existence de différences hautement significatives entre les traitements TO, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T8,
T10.Une différence significative entre T10 et T9. Les traitements T11, T12, T13, T14 forment un groupe

homogeéne de sensibilité.

Tableau 6-4: Résultat de la comparaison des moyennes des poids des cals de tiges de la variété spunta

pour les différents traitements.

Traitements Groupes homogénes

TO A

T2 A

T1 A
' |

T5 B

T4 B
‘e c
2 o
s | e
T F




La comparaison des moyennes montre 1’existence de plusieurs groupes de sensibilité:

TO, T1, T2/T3, T4, T5/T6/T7/T8/T9,

il n’existe pas de différences significatives.

Le classement des moyennes selon le facteur temps par le méme test de Newman- Keuls est présenté dans

T10, T11/T12, T13/T14/T15/ T16. Au sein de ses groupes

le tableau 6-5 pour la variété kondor et dans le tableau 6-6 pour la variété spunta.

Tableau 6-5 : Résultats du classement des moyennes des poids des cals de tiges a différentes périodes de la

culture var. kondor.

Temps (jours) Groupes homogéenes
24 A

16 j B

8j C

0j D

Tableau 6-6: Résultat de la comparaison des moyennes des poids des cals de tiges de la variété spunta a

différentes périodes de la culture.

Temps (jours)

Groupes homogénes




Pour les deux variétés, ces résultats réveélent une différence hautement significative entre la moyenne
initiale, et celle a 8jours, a 16 jours et a 24 jours. La moyenne a 24 jours de culture se présente comme la
plus significative. Pour cela les taux de croissance et les indices de tolérances sont calculés a partir des

moyennes de poids des cals a 24 jours de culture.

Taux de croissance en poids (mg)= poids moyen des cals pour un traitement donné a 24 jours de culture

moins le poids moyen initial des cals.
Le poids moyen initial des cals de tiges de la variété kondor est de 90,44 mg.
Le poids moyen initial des cals de tiges de la variété spunta est de 90,12 mg.

Les indices de tolérance sont déterminés par le rapport du taux de croissance du cal en présence de stress

sur celui noté en absence de stress.

Dans le but d’une meilleure discrimination de la tolérance des cals aux stress salin en se basant sur leur
taux de croissance; une échelle de tolérance théorique est proposée pour comparer les indices de tolérances

calculés pour les différents stress aux valeurs theoriques de cette échelle (tableau 6-7).

Tableau 6-7: échelle de tolérance au sel pour le taux de croissance des cals.

Classes échelle
Trés sensible IT<0,16
Sensible 0,16< 1T <0,33
Moyennement sensible 0,33< 1T <0,50
Moyennement tolérante 0,50< 1T <0,66
Tolérante 0,66<1T<0,83
Trés tolérante 0,83<IT<1

Les résultats des taux de croissance et des indices de tolérance sont présentés pour la variété kondor et la

variéte spunta respectivement dans le tableau 6-8 et le tableau 6-9.

Tableau 6-8: taux de croissance et indices de tolérance des cals de tiges de la variété kondor aprés 24 jours

de culture.
Traitements  Taux de croissance (mg)  Indices de tolérance

TO 144,59 1



T1 136,23 0,94
T2 122,23 0,84
T3 109,09 0,75
T4 73,16 0,50
T5 52,23 0,36
T6 34,36 0,23
T7 25,13 0,17
T8 15,43 0,10
T10 10,76 0,07
T9 10,53 0,07
T12 4,06 0,02
T13 3,73 0,02
T14 3,23 0,02
T11 2,86 0,01

Selon les indices de tolérances calculés les cals de tiges de la variété kondor se montrent trés tolérants aux
concentrations de 1g/l et 2g/l de NaCl avec un pourcentage de croissance de plus de 84%, et tolérants a la
concentration de 3 g/l de NaCl avec 75,45% de croissance, ces cals sont aussi moyennement sensibles aux
concentrations 4g/l et 5g/l de NaCl. Pour les traitements T6 et T7 avec respectivement 23,74% et 17,38%
de croissance, les cals de tiges se montrent sensibles, de T8 a T14 les cals de tiges sont tres sensibles.

Tableau 6-9: taux de croissance et indices de tolérance des cals de tiges de la variété spunta apres 24 jours

de culture.

Traitements

Taux de croissance (mg)

Indices de tolérance

TO
T1

123,55
121,88

1
0,98




T2
T3
T4
T5

T6

T7

T8
T9
T10
T11

T12
T13
T14

T15
T16

0,98
0,97
0,94
0,94

0,69

0,58

0,47
0,43
0,42
0,41

0,28
0,26
0,21

0,12
0,04

Selon les indices de tolérances calculés les cals de tiges de la variété spunta se montrent tres tolérants a
I’intervalle de concentration de 1g/l a 5g/1 de NaCl ou la croissance dépasse 90%, tolérants a la
concentrations de 6g/l de NaCl avec 69,81% de croissance, et moyennement tolérants a la concentration de
79/l de NaCl avec une croissance de 58,83%. Pour les traitements de T8 & T11, les cals de tiges se montrent
moyennement sensibles, dans cet intervalle la croissance est entre 41,29% et 47,66%. De T12 a T14 les
cals de tiges sont sensibles, la croissance est 20 et 30%. Par contre, ils sont trés sensibles aux

concentrations de 15g/l de NaCl avec une croissance de 12,55% et de 169/l de NaCl avec moins de 5% de

croissance.

Des courbes ont éte établies par les taux de croissance des cals de tiges pour chaque traitement pour les

deux variétés, sont représentées en dessous et montrent I’effet croissant des traitements sur la croissance

des cals de tiges.
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Courbe 12: Effet des différents traitements en NaCl sur le taux de croissance des cals de tiges chez la var.

kondor apres 24 jours de culture.
L’équation de la courbe de régression de tendance linéaire tracée est:
y =-11,035x + 138,12

Le coefficient de détermination : r> = 0,8643.

160

140
120 —’—XY—‘
100 \.\ ¢+ Tauxde
30 croissance
o DS (mg)

v 0\0\,\ —— Linéaire (Taux
40 de croissance
20 ’\’\i\ (mg))

TO T2 T4 T6 T8 T10 T12 T14 TI16

Taux de croissance {mg)

Traitements




Courbe 13: Effet des différents traitements en NaCl sur le taux de croissance des cals de tiges var. spunta
apres 24 jours de culture.

L’équation de la courbe de régression de tendance linéaire tracée est:
y =-8,0859 x + 144,14
Le coefficient de détermination : r* = 0,9568.

Selon les deux équations déterminées on peut dire qu’une augmentation de la concentration de NaCl,

entraine une diminution du taux de croissance des cals de tiges chez les deux variétés.

La valeur de r? proche de 1, exprime que 1’ajustement des estimations de I’équation est bon. En ramenant
cette valeur en pourcentage, on peut dire que 95,68% de la variabilité des taux de croissance des cals de
tiges chez la variété spunta et 86,43 % chez la variété kondor, est expliquée par la liaison avec les

traitements en NacCl.
3.4.2 Effet de la salinité sur la croissance des cals de feuilles :

Une semaine aprés la mise en culture, les cals de feuilles de la variété kondor repiqués sur les
concentrations 16g/1, 17g/l, 18g/l de NaCl sont morts, ainsi que ceux de la variété spunta repiqués sur les
concentrations 15 g/l, 16g/l, 17g/l, 18g/l. Ces concentrations sont éliminées du reste de 1’expérimentation et

considérées comme létales.

Les poids des feuilles de tiges ont fait ’objet d’une analyse de variance dont les résultats sont présentés

dans le tableau 7-1 pour la variété kondor et dans le tableau 7-2 pour la variété spunta :

Tableau 7-1 : Résultats de 1’analyse de variance a deux facteurs, ’effet des traitements et de la durée des

traitements sur la croissance des cals de feuilles de la variété kondor.

Variances DDL carrés moyens testF probabilité E.T. C.v.
Totale 191 1214,76
Traitements 15 4797,42 2070,01 0,0000
Temps 3 33564,02 14482,33 0,0000

inter facteurs 45 1312,56 566,35 0,0000




variance blocs 2 3,88 1,67 0,1900

variance 126 2,32
residuelle 1

1,52 2,0%

Tableau 7-2: Résultats de 1’analyse de variance a deux facteurs, 1’effet des traitements et de la durée des

traitements sur la croissance des cals de feuilles de la variété spunta.

Variances DDL carrés moyens testF probabilité E.T. C.v.
Totale 179 553,27
Traitements 14 1556,72 578,25 0,0000
Temps 3 20766,55 7713,79 0,0000
inter facteurs 42 347,55 129,1 0,0000
variance blocs 2 13,3 4,94 0,0088
variance 118 2,69
residuelle 1
1,64 2,3%

Les analyses de variances révelent I’existence de différences hautement significatives dans le poids des

cals en fonction des différents traitements et en fonction de la durée de la culture (a 8jours, 16 jours et 24

jours) pour les deux variétés.

Les moyennes des poids de cals des deux variétés ont été classées par le test de Newman- keuls en groupes

homogeénes. Les résultats sont présentés dans les tableaux suivants :

Tableau 7-3: classement des moyennes de poids des cals de feuilles de la variété kondor par rapport aux

différents traitements.

Traitements Groupes homogenes

T2 A

T0 A



T1 A

T3 B

T4 C

TS5 D

T6 E

T7 E

T8 F

T10 G

T13 J

T14 K

T15 K

Les moyennes ainsi classées font ressortir des groupes de sensibilité ou il n’existe pas de différences
significatives comme : TO, T1, T2/ T6, T7/ T14, T15. Entre T9 et T12, il existe des différences
significatives ; et entre le reste des traitements des differences hautement significatives sont démontrés par

ce classement.

Tableau 7-4: Résultat de la comparaison des moyennes des poids des cals de feuilles de la variété spunta

pour les différents traitements.

Traitements Groupes homogénes
TO A

T1 A




Il ressort de ce classement des groupes homogeénes dans lesquels il n’existe pas de différences

significatives, ces groupes sont: TO, T1/ T2 / T4, T3/ T5/ T6, T7, T8/ T9/ T10/ T11, T12/ T13/ T14. 1l

existe entre ces groupes des différences significatives.

Le classement des moyennes selon le facteur temps par le méme test de Newman- Keuls est présenté dans

le tableau 7-5 pour la variété kondor et dans le tableau 7-6 pour la variété spunta.

Tableau 7-5 : Résultat de la comparaison des moyennes des poids des cals de tiges de la variété kondor a

différents période de la culture

Temps (jours) Groupes homogenes
24 j A

16 j B

8j C

0j D

Tableau 7-6: Résultat de la comparaison des moyennes des poids des cals de tiges de la variété spunta a

différents période de la culture.

Temps (jours)
24§

16 )

8]

0j

Groupes homogénes
A
B
C
D




Ces résultats révelent une différence hautement significatives entre la moyenne initiale, et celles a 8jours, a
16 jours et a 24 jours. La moyenne a 24 jours de culture se présente comme la plus significative; pour cela
les taux de croissance et les indices de tolérances sont calculés a partir des moyennes de poids des cals a 24

jours de culture.
Le poids moyen initial des cals de feuille de la variété kondor est de 49,75 mg
Le poids moyen initial des cals de feuille de la variété spunta est de 49,8 mg.

Dans le but d’une meilleure distinction de la tolérance des cals aux stress salin en se basant sur leur taux de
croissance; les indices de tolérances calculés pour les différents traitements sont comparés aux valeurs

théoriques de I’échelle proposer précédemment et présentée dans le tableau 6-7.

Les résultats des taux de croissance et des indices de tolérance pour les deux variétés sont présentés dans
les tableaux ci apres :

Tableau 7-7: Taux de croissance et indices de tolérance des cals de feuilles de la variété kondor.

Traitements  Taux de croissance (mg) Indices de tolérance
T0 146,5 1
T2 118,46 0,81
T1 116,83 0,80

T3 108,13 0,74



T4 99,5 0,68

T5 82,13 0,56
T7 73,3 0,50
T6 73,23 0,50
T8 46,26 0,32
T9 38,53 0,26
T10 18,23 0,12
T11 15,3 0,10
T12 14,63 0,10
T13 10,3 0,07
T14 5,06 0,03
T15 4,06 0,03

Selon les indices de tolérance calculés, les cals des feuilles de la variété kondor sont trés tolérants aux
concentrations de 1g/l et 2g/l de NaCl; tolérants aux deux concentrations 3g/l et 4g/l de NaCL et
moyennement tolérants a 5g/l de NaCl. ils sont moyennement sensibles aux concentrations 6g/l et 7g/l. Les

cals sont sensibles aux traitements T8 et T9, et trés sensibles aux traitements de T10 a T15.

Tableau 7-8 : taux de croissance et indices de tolérance des cals de feuilles de la variété spunta aprés 24

jours de culture.



Traitements | Taux de croissance (mg) Indices de tolérance
TO 81,56 1
T1 78,63 0,96
T2 72,5 0,89
T4 - 6783 0,83
T3 67,63 0,83
T5 62,33 0,76
T6 - 5313 0,65
T7 51,83 0,64
T8 49,71 0,61
T9 423 0,50

T10 34,43 0,42
T, | 253 0,31
T12 24,43 0,30
T13 R T - 0,14
T14 3,66 0,04

Selon les indices de tolérance présentés au tableau, les cals des feuilles de cette variété, se montrent tres
tolérants aux traitements T1 et T2 avec une croissance de plus de 88%; et tolérants aux traitements T4, T3,
et T5; et moyennement tolérants aux traitements T6, T7, T8 avec une croissance de 60,95% a 65,14%. Pour
les traitements T9 et T10 avec respectivement 50 et 42,21% de croissance, les cals sont moyennement
sensibles; par contre, pour les traitements T11 et T12 ils sont sensibles. Les cals de feuilles de cette variété
sont tres sensibles aux traitements T13 avec 14,38% de croissance et T14 avec 4,49% de croissance et T15

avec 2,85% de croissance.

L’effet des traitements en NaCl sur la croissance des cals de feuilles des deux variétés, est présenté dans la
courbe 13 pour la variété kondor et dans la courbe 14 pour la variété spunta. Les courbes sont tracées en se

basant sur les taux de croissance des cals de feuilles a 24 jours de culture pour chaque traitement.
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Courbe 14: Effet des différents traitements en NaCl sur le taux de croissance des cals de feuilles var.

kondor apres 24 jours de culture.
Une courbe de régression de tendance linéaire est tracée dont 1’équation est :
y =-9,7955 x + 143,78.

Le coefficient de détermination : r> = 0,9621.
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Courbe 15: Effet des différents traitements en NaCl sur le taux de croissance des cals de feuilles var.
spunta apres 24 jours de culture.

L’équation de la courbe de régression de tendance linéaire tracée est:

=-5,3657 x + 91,321



Le coefficient de détermination : r? = 0,9745.

Selon les équations déterminées on peut dire qu’une augmentation de la concentration de NaCl, entraine

une diminution du taux de croissance des cals de feuilles des deux variétés.

La valeur de r? proche de 1 pour les deux variétés, exprime que 1’ajustement des estimations des équations
est bon. En ramenant cette valeur en pourcentage, on peut dire que 97,45% de la variabilité des taux de
croissance des cals de feuilles chez spunta et 96,21% pour la variété kondor, est expliquée par la liaison

avec les traitements en NaCl.

Pour chaque variété une comparaison entre les indices de tolérance obtenus in vitro sur culture de cals
pour les deux types d’explants feuilles et tiges et ceux obtenus en conditions in vivo sur le premier stade de
développement de la variété Spunta s’impose pour sélectionner I’intervalle de concentration a employer
dans la sélection de cals tolérants au stress salin, et pour définir I’intervalle de concentration de NaCl
auquel la variété spunta est sensible dans les conditions expérimentales testés. Cette comparaison est

présentée dans le tableau 8 pour la variété kondor et dans le tableau 9 pour la variété spunta.

Au dela, de 85% de diminution de croissance, on estime que les concentrations en NaCl réduisent
fortement la croissance et sont sublétales. Ces concentrations ne seront pas choisies pour sélectionner des

cals tolérants.

Tableau 8 : comparaison des résultats obtenus sur la tolérance de la variété Kondor au stress salin, selon

les expérimentations menées in vivo et in vitro.

Classe Echelle de Traitements Traitements
tolérance En culture in vitro En

Cals des Cals conditions in
tiges des VIVO




feuilles
Tres tolérant 0,83<IT<1 T1 T1 T3
T2 T2
Tolérant 0,66<IT < 0,83 T3 T3
T4
Moyennement 0,50< 1T <0,66 T5 T5
tolérant
moyennement | 0,33 <IT<0,50 T4 T6 T7
sensible T5 T7
sensible 0,16 <IT<0,33 T6 T8 /
T7 T9
Tres sensible 0,00 <1T<0,16 T8 T10 T9
T9 T11 T12
T10 T12
T11 T13
T12 T14
T13 T15
T14
létale 1T<0,00 T15 T16 T15
T16 T17 T18
T17 T18
T18

Donc, pour la variété kondor les intervalles de concentrations qui vont étre employé pour en sélection de

cals tolérants a la salinité sont :

e pour les cals de tiges de 4g/l a 7 g/l de NaCl;
e pour les cals des feuilles de 6g/l a 9 g/l de NaCl.

Tableau 9 : comparaison des résultats obtenus sur la tolérance de la variété Spunta au stress salin, selon les

expérimentations menées in vivo et in vitro.

Classe Echelle de Traitements Traitements
tolérance En culture in vitro En conditions in vivo
Cals des Cals des
tiges feuilles
Tres tolérant 0,83<1IT<1 T1 T1 T3
T2 T2
T3




T4
T5
Tolérant 0,66<1IT < 0,83 T6 T3 T5
T4
T5
Moyennement | 0,50<IT <0,66 T7 T6 T7
tolérant T7 T9
T8
moyennement | 0,33 <IT<0,50 T8 T9 T12
sensible T9 T10
T10
T11
sensible 0,16 <IT<0,33 T12 T11 /
T13 T12
T14
Tres sensible | 0,00 <IT<0,16 T15 T13 /
T16 T14
létale 1T<0,00 T17 T15 T15
T18 T16 T18
T19 T17
T20 T18
T19
T20

Pour la variété spunta le seuil de 85% de diminution de croissance est enregistré a partir de 13g/l de NaCl
chez les cals de feuilles et a partir de 15g/I de NaCl chez les cals de tiges. Ces observations correspondent
aux résultats obtenus en conditions in vivo. Ces concentrations ne seront pas choisies pour sélectionner des

cals tolérants.

Les intervalles de concentrations qui vont étre employé pour en sélection de cals de cette variété tolérants a

la salinité sont :

e pour les cals de tiges de 8g/l a 14 g/l de NaCl,;
e pour les cals des feuilles de 9g/l a 12 g/l de NaCl.



4. Partie 3 : sélection des cals tolérants.

Les cals multipliés dans la partie 2 sur les intervalles de concentrations choisies, ont été repiqués sur un
milieu neuf en gardant les mémes concentrations de NaCl préalables dans le but de sélectionner des cals
tolérants chez les deux variétés étudiées et sur les deux types d’explants, tiges et feuilles. Les cals sont
repiqueés a raison de 50 cals par traitements en NaCl. Les résultats de ce deuxieme repiquage sont présentés

par variété.

4.1 Variéte kondor :
4.1.1 cals des tiges :

Le poids moyen des cals repiqués est de 90,41+ 1,6 mg



Les résultats des parameétres d’études entrepris pour ce stade de 1’expérimentation pour les cals des tiges

sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 10-1 : Résultats du repiquage des cals de tiges var. kondor sur les milieux de culture contenant les

concentrations de NaCl de sélection.

poids Brunissement aprés 24j
Traitements nzronye)gs Pourcentage | taux de | indice de parties au Consistance
\mg de reprise | croissance | tolérance | total | partiel | contactdu |absence| des cals
24jours de .
culture milieu
96% 145,76 1 / 20,84 / 79,16 | compact
10 236,166 % % globuleux
76% 70,13 0,48 13,15 | 65,78 | 21,07% / compact
T4 160,54 % % globuleux
58% 49,98 0,34 20,69 | 58,62 | 20,69% / compact
T5 140,394 % % globuleux
46% 31,47 0,22 21,74 | 65,22 | 13,04% / compact
6 121,88 % % globuleux
42% 34,08 0,23 23,80 | 38,11 | 28,57% | 9,52% | compact
T/ 124,494 % % globuleux

Les cals de tiges sur toutes les concentrations étudiées ont gardés leur consistance de départ c'est-a-dire
compact et globuleux. On remarque que méme en absence de stress salin y’a un pourcentage de cals
(20,84%) qui présentent un brunissement partiel. En comparant les indices de tolérance des cals dans ce
repiquage avec ceux du repiquage précédent (partie 2, tableau 6-8), on remarque que la tolérance aux
traitements T4, T5 et T6 a légérement diminué. Par contre, pour le traitement T7 (7g/l de NaCl), la
tolérance s’est nettement améliorée en passant de 0,17 a 0,23 dans ce repiquage; cette amélioration
s’explique par le faite que 8 cals des 50 repiqués sur ce traitement, se développent aussi bien que le témoin
(figure 29).



Figure N°29 : cal de tige var. kondor, 20 jours de culture sur le traitement T7.

Le tableau ci-dessous présente les taux de croissance des 8 cals qui ont eu un bon développement sur le
traitement T7, ainsi que leurs indices de tolérance. Les indices de tolérance sont comparés a 1’échelle

théorique proposée et présentée précédemment dans le tableau 6-7.

Tableau 10-2 : taux de croissance aprées 24 jours de culture des 8 cals multipliés sur T7 présentant un

développement proche des témoins.

cals Call Cal2 Cal3 Cal4 Cal5 Cal6 Cal7 Cal8
Taux de croissance 129,56 132,1 124,3 96,2 113,4 121,3 110,5 | 100,5
apres 24j (mg)
Indice de tolérance 0,89 0,9 0,85 0,66 0,77 0,83 0,75 0,68
Brunissement Au contact | partiel Au partiel partiel | Aucontact | absence | absence
du milieu contact du milieu
du milieu
Tolérance (selon Trés tolérant Moyennement Tolérant
’s tolérant
I’échelle tableau 6-7

C’est cals vont étre repiqués et suivi afin de vérifier leur tolérance au stress de 7g/l de NaCl.

4.1.2 cals des feuilles :
Le poids moyen des cals repiqués est de 50,11 + 1,89 mg
Les résultats des parametres d’études entrepris pour les cals des feuilles sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau 10-3 : Résultats du repiquage des cals de feuilles var. kondor sur les milieux de culture contenant

les concentrations de NaCl de sélection.



moyennes Brunissement apres 24j
Traitements | des poids Pourcentage | taux de |nd,|ce de _ parties au Consistance
. ~,. | dereprise | croissance | tolérance | total partiel contact |absence| des cals
(mg)a 24 -
du milieu
94% 146,32 1 / 19,15% / 80,85 | compact
TO 196,434 % globuleux
70% 71,23 0,49 14,28 | 57,14% | 28,58% / peu compact
T6 121,34 % globuleux
68% 69,13 0,47 17,65 | 82,53% / / peu compact
T7 119,24 % globuleux
36% 42,10 0,29 44,45 | 55,55% / / peu compact
T8 92,206 % peu
globuleux
32% 36,69 0,25 62,50 | 37,50% / / peu compact
T9 86,8 % peu
globuleux

La consistance des cals est devenue en générale peu compact sur les concentrations de 6 et 7g/l de NaCl,
sur les concentrations de 8g/l et 9g/l de NaCl les cals sont peu compacts et peu globuleux. Les cals des
feuilles aussi comme ceux des tiges présentent en absence de stress 19,15% de cals brunis partiellement. En
comparant les indices de tolérance des cals dans ce repiquage avec ceux du repiquage précédent (partie 2,
tableau 7-7), on remarque que la tolérance a I’ensemble des traitements a 1égérement diminué. Il n’existe

aucun cal sur tous les traitements étudiés, qui présente un développement amélioré.

4.1.3 Multiplication et suivi des cals tolérants :

Les cals de tiges tolérants obtenus sous le stress de 7g/l de NaCl, sont repiqués trois fois successifs sur le
traitement T7 pour Vérifier leur acquisition de la tolérance a cette concentration. Les parties brunis sont

sectionnées et les cals sont fractionnés de facon a avoir des cals de la méme taille.

Trois cals témoins sont repiqués sur un milieu sans NaCl au méme temps que les cals tolérants, pour
permettre de calculer les indices de tolérance. La moyenne du taux de croissance de ces cals témoins est a

chaque fois présentée dans les tableaux qui suivent.

a. Premier repiquage :

Les 8 lignées cellulaires sélectionnées sont repiqués. Les résultats du premier repiquage sont présentes dans

le tableau 10-4. Notons que les cals issus du cal6 se sont contaminés.

Tableau 10-4 : résultats du premier repiquage des cals de tiges var. kondor tolérants a 7g/l de NaCl.

| calorigine | cals |tauxdecroissancea| brunissement | indice de tolérance | tolérance |




24 jours de culture
1 130,4 absence 0,89 Trés tolérant
L 2 126,7 partiel 0,86 Trés tolérant
3 133,7 partiel 0,91 Tres tolérant
(a2 4 121,7 au contact du milieu 0,83 Tolérant
5 120,6 au contact du milieu 0,82 Tolérant
cal3 6 121,2 absence 0,82 Tolérant
7 45,4 partiel 0,31 Sensible
cald g 39,8 total 027 Sensible
9 110,9 partiel 0,75 Tolérant
cilie 10 117,2 une petite partie 0,80 Tolérant
11 108,4 absence 0,74 Tolérant
cal? 12 115,3 absence 0,78 Tolérant
13 99,4 absence 0,68 Tolérant
cal8 14 102,3 au contact du milieu 0,70 Tolérant
témoin 15 147,1 absence 1,00 Tres tolérant

Ce premier repiquage montre que les cals issus du cal 1 ont gardés le méme degré de tolérance, quant aux
cals issus du cal 2, un est resté trés tolérant et le deuxiéme s’aveére que tolérant a la concentration de 7g/I
de NaCl; ceux issus du cal 3 sont dans ce repiquage tolérants. Le cal 4 s’est montré au repiquage précédent
moyennement tolérant alors que dans ce repiquage, les deux cals issus de ce dernier ce montrent sensible
au traitement T7. Le reste des cals issus du cal 5, du cal 7 et du cal 8 ont gardés le méme degré de

tolérance.

Les cals issus du cal4 (figure 30) sont donc écartés du reste de I’expérimentation.



Figure 30 : cal 4.7, var. kondor, redevenu sensible au traitement 7 au deuxieéme repiquage.

b. Deuxieme repiquage :

Les résultats de ce troisieme sont présentés dans le tableau 10-5.

Tableau 10-5 : résultats du deuxiéme repiquage des cals de tiges var

. kondor tolérants a 7g/l de NaCl

cal origine cals taux_ geleroIssance brunissement |nd,|ce e tolérance
24 jours de culture tolérance
cal 1.1 1 131,1 abs.ence . 0,87 Trés tolérant
2 129,3 une petite partie 0,86 Trés tolérant
cal 1.2 3 124,9 partiel 0,83 Trés tolérant




4 126 une petite partie 0,84 Tres tolérant
cal 2.3 5 130,4 abs_ence _ 0,87 Tres tolérant
6 134 une petite partie 0,89 Tres tolérant
cal 2.4 7 118,7 partiel 0,79 Tolérant
8 1219 absence 0,81 Tolérant
cal 3.5 9 124,1 absence 0,83 Tolérant
10 119,5 absence 0,80 Tolérant
cal 5.9 11 109 part?el 0,73 Tolérant
12 111,3 partiel 0,74 Tolérant
cal 5.10 13 105,3 abs_ence _ 0,70 Tolérant
14 112,4 une petite partie 0,75 Tolérant
cal 7.11 15 105,9 abs_ence _ 0,71 Tolérant
16 110,2 une petite partie 0,73 Tolérant
cal 7.12 17 115 abs_ence _ 0,77 Tolérant
18 118,2 une petite partie 0,79 Tolérant
Moyennement
cal 8.13 19 94,6 absence 0,63 élérant
20 100,2 partiel 0,67 Tolérant
cal 8.14 21 103,5 une petite partie 0,69 Tolérant
22 100,9 absence 0,67 Tolérant
Témoin 23 150,1 absence 1,00 Tres tolérant

Les cals ont gardés le méme degré de tolérance a 7g/l de NaCl dans le milieu de culture; sauf un des deux

cals provenant du cal 8.13 se montre dans ce repiquage moyennement tolérant. Le reste des cals ont gardés

le méme degré de tolérance et sont tolérants a la concentration de 7g/l de NaCl.

c. Troisiéme repiquage :

Les résultats du troisieme repiquage sont présentés dans le tableau 10-6. Notons que les cals issus du cal
1.1.2,ducal 2.3.5,du cal 2.4.7, du cal 7.11.16 et du cal 7.12.18 se sont contaminés.

Tableau 10-6 : résultats du troisiéme repiquage des cals de tiges var. kondor tolérants & 7g/l de NaCl

taux de croissance a 24

cal origine cals . brunissement indice de tolérance tolérance
jours de culture

cal 1.1.1 1 127,2 absence 0,85 Tres tolérant
2 131,4 absence 0,88 Tres tolérant
cal 1.2.3 5 117,7 abs_ence . 0,79 Tres tolérant
o 6 122,3 une petite partie 0,82 Trés tolérant
cal 1.2.4 7 126,8 abs_ence _ 0,85 Tres tolérant
8 125,6 une petite partie 0,84 Tres tolérant




cal 236 9 134,1 partiel 0,90 Tres tolérant
o 10 131,6 une petite partie 0,88 Tres tolérant
cal 2.4.8 13 128,9 une petite partie 0,87 Tolérant
o 14 122,3 une petite partie 0,82 Tolérant
cal 3.5.9 15 113,4 partiel 0,76 Tolérant
B 16 118,0 absence 0,79 Tolérant
cal 35.10 17 116,4 absence 0,78 Tolérant
o 18 1211 absence 0,81 Tolérant
19 106,1 une petite partie 0,71 Tolérant
cal59.11 =3 112.3 partiel 0,75 Tolérant
21 103,3 une petite partie 0,69 Tolérant
e > 109,1 partiel 0,73 Tolérant
23 101,5 absence 0,68 Tolérant
Sl 24 100,3 partiel 0,67 Tolérant
25 113,4 absence 0,76 Tolérant
sl satliile 26 107,7 absence 0,72 Tolérant
27 105,6 absence 0,71 Tolérant
Sl gl 28 101,9 partiel 0,68 Tolérant
31 114,0 partiel 0,77 Tolérant
Al 117,6 absence 0,79 Tolérant
33 95,5 une petite partie 0,64 M. tolérant
cal 8.13.19 34 88,4 une petite partie 0,59 M. tolérant
35 99,4 partiel 0,67 Tolérant
tal8.13.20 36 101,5 absence 0,68 Tolérant
37 105,8 une petite partie 0,71 Tolérant
el [l 2, 38 99,5 absence 0,67 Tolérant
39 107,3 partiel 0,72 Tolérant
£al8.14.22 40 103,3 absence 0,69 Tolérant
témoin 41 149,0 absence 1 Trés tolérant

Tous les cals de tiges de la variété kondor multipliés ont gardés le méme degré de tolérance que leurs cals

parents.




(@) (b)

©

Figure 31 : cals de tiges tolérants au traitement T7 sélectionnés, var. kondor. () trés tolérant; (b) tolérants;

(c) moyennement tolérant.

4.2Variété spunta :



3.2.1 Cals des tiges :

Le poids moyen des cals repiqués est de 90,22 £ 1,78 mg

Les résultats des paramétres d’études entrepris pour les cals des tiges sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau 11-1 : Résultats du repiquage des cals de tiges var. spunta sur les milieux de culture contenant les

concentrations de NaCl de sélection.

moyennes

Brunissement apres 24j

Traitements | des poids | reprise tauxde | indice de parties au Consistance
(mg)a 24 croissance | tolérance | total | partiel | contactdu | absence des cals
milieu
T0 | 216134 | 96% | 290 L I |1667%| 1  |8334%| COmPact
globuleux
T8 | 14664 | 5296 | 9841 | 045 153804 |77,020| 768% | /¢ | Peucompact
globuleux
To | 14408 | 54% | 538 | 043 333401518406 | 14,8100 | 4 | PEUCOMPACE
globuleux
T10 | 138574 | 24% | 834 | 038 I335400|6666%| ;| peu compact
globuleux
T11 | 136,726 | 22% | 650 | 037 54 5406a5450| ;| peucompact
peu globuleux
T12 121214 | 14% | 3098 0.25 |45 8506 |57.15% / / peu compact
peu globuleux
T13 1181 | 14% | 2787 0.22 171 43% | 28.57% / / peu compact
peu globuleux
T14 111 6% 20,77 0,16 100% / / / peu compact
peu globuleux

De 8g/1 a 10g/1 de NaCl, les cals sont peu compact mais reste globuleux, c’est a partir de 11g/I que les cals

deviennent peu compacts et peu globuleux. Les taux de reprise des cals a partir de 10g/l de NaCl sont

inferieurs a 25%. En comparant les indices de tolérance des cals dans ce repiquage avec ceux du repiquage

précédent (partie 2, tableau 6-9), on remarque que la tolérance de 1’ensemble des traitements sauf le

traitement T9 a légerement diminué, avec une moyenne de diminution dans les indices de tolérance de

0,04.

Parmi les 50 cals repiqués sur le milieu contenant 9g/l de NaCl (T9), 1 cal présente un développement

supérieur aux autres cals, avec un taux de croissance a 24 jours de culture de 108,28mg. L’indice de




tolérance de ce cal est de 0,86, le cal est donc trés tolérant a la concentration de 99/l de NaCl. Ce cal sera

multiplié et suivi afin de vérifier sa tolérance.

3.2.2 Cals des feuilles :

Le poids moyen des cals repiqués est de 49,91 + 2,09 mg

Les résultats des parametres d’études entrepris pour les cals des feuilles sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau 11-2 : Résultats du repiquage des cals de feuilles var. spunta sur les milieux de culture contenant
les concentrations de NaCl de sélection.

poids Brunissement apreés 24j
Trai moyens | Pourcentage | taux de | indice de BEINISE Consistance
raitements N : ) . . au
(mg) a | dereprise |croissance | tolérance | total | partiel absence | des cals
2] contact
du milieu
TO 134,12 |  98% 84,21 1 /|18,36% | |81,64% gﬁgg‘uﬁiﬁ;
T9 90,88 | 56% 40,97 049 |3571%50,01% | 1428% | |/ g‘jgg‘uﬁZﬁ;
peu compact
T10 81,02 54% 31,11 0,37 [37,03% | 62,97% / / peu
globuleux
peu compact
T11 73,7 26% 23,79 0,28 |46,15% | 53,85% / / peu
globuleux
peu compact
T12 70,26 20% 20,35 0,24 |50,00% | 50,00% / / peu
globuleux

A partir de 10g/l de NaCl, les cals sont peu compacts et peu globuleux. 18,36% de cals présentent un
brunissement partiel en absence de stress. Les indices de tolérance des traitements présents dans le
tableaull1-2 pour ce repiquage sont compares avec ceux du repiquage precédent (partie 2, tableau 7-8); on
constate une diminution de la tolérance. Aucun cal repiqué sur I’ensemble des traitements ne présente un

développement supérieur a la moyenne enregistrée dans chaque traitement.

3.2.3 Multiplication et suivi des cals tolérants :




Le cal de tiges tolérants obtenu sous le stress de 9g/l de NaCl, est repiqué trois fois successifs sur le
traitement T9 pour Vérifier sa tolérance a cette concentration. Les parties brunis sont sectionnées et le cal

est fractionné de facon a avoir des cals de la méme taille.

Trois cals témoins sont repiqués sur un milieu sans NaCl au méme temps que les cals tolérants, pour
permettre de calculer les indices de tolérance. La moyenne du taux de croissance de ces cals témoins est a

chaque fois présentée dans les tableaux qui suivent.
a. Premier repiquage :
Les résultats du premier repiquage sont présentés dans le tableau 11-3.

Tableau 11-3: résultats du premier repiquage des cals de tiges var. spunta tolérants a 9g/l de NaCl

taux de croissance a . indice de ,
cals . brunissement , tolérance
24 jours de culture tolérance
1 102,59 absence 0,83 Tolérant
2 104,57 une petite partie 0,84 T,r €s
tolérant
témoin 123,90 absence 1 T,r €s
tolérant

Un des cals se montre tolérant a la concentration de 9g/1. L’autre cal a gardé le méme degré de tolérance, il

est tres tolérant.
b. Deuxiéme repiquage :

Les résultats du deuxiéme repiquage sont présentés dans le tableau 11-4. Les cals ont gardés le méme degré

de tolérance.

Tableau 11-4: résultats du deuxieme repiquage des cals de tiges var. spunta tolérants a 9g/I de NaCl

- taux de croissance a 24 . - B .
cals origine cals ) brunissement indice de tolérance | tolérance
jours de culture

call 1 87,3 partiel 0,70 Tolérant




2 103,0 une petite partie 0,82 Tolérant
— 3 110,3 absence 0,88 Trés tolérant
4 105,3 absence 0,84 Tres tolérant
témoin 5 125,1 absence 1 Trés tolérant

c. troisiéme repiquage :
Les résultats du troisieme repiquage sont présentés dans le tableau 11-5. Les cals issus des cals multipliés

dans les repiquages précédents ont gardes le méme degré de tolérance.

Tableau 11-5: résultats du troisiéme repiquage des cals de tiges var. spunta tolérants a 9g/l de NaCl

cals origine cals tau>f de croissance a 24 brunissement indice de tolérance | tolérance
jours de culture
el 1 86,8 partiel 0,68 Tolérant
2 92,1 une petite partie 0,72 Tolérant
49 3 103,4 absence 0,81 Tolérant
4 100,3 partiel 0,79 Tolérant
25 5 114,1 absence 0,89 Trés tolérant
6 107,4 une petite partie 0,84 Tres tolérant
ey 7 109,1 absence 0,85 Trés tolérant
8 111,6 absence 0,87 Tres tolérant
témoin 9 127,8 absence 1,00 Trés tolérant

Figure 32 : cals de tiges tolérants au traitement T9 sélectionnés, var. spunta.

3.3 Récapitulatif des résultats de sélection :

Pour cette sélection, plusieurs fragments de cals de chaque variété ont été cultivés pendant 24 jours en
présence de sel, aux concentrations déterminées au préalable pour chaque type d’explant et pour chaque

variété. Dans ces conditions, la plupart des cals ont atteint un poids inférieur a celui des cals témoins



cultivés sur un milieu sans sel; méme qu’une diminution des indices de tolérance est constaté par rapport
au repiquage précédent (repiquage de la partie 2). Cependant, 8 cals de tiges de la variété kondor se sont
développés au moins aussi bien que ces témoins : ils ont été cultives en présence de 7g/l de NaCl. Un autre

cal de tige de la variété spunta a été sélectionné de la méme maniére sur un milieu contenant 9g/I de NacCl.

Ces cals ainsi sélectionnés ont ensuite été multipliés et cultivés pendant 72 jours sur les mémes milieux
salins, ou la croissance de la majorité est restée la méme sauf pour 3 cals de la variété kondor qui leur
degré de tolérance est passé de tres tolérants a tolérants ainsi que 2 cals qui ont eu une croissance trés
réduite. Ces derniers ont été éliminés. Chez la variété spunta lors de ce premier repiquage, un cal est resté

trés tolérant, 1’autre est de venu tolérant.
Seuls les cals qui présentent une réelle tolérance sont gardes pour les repiquages suivants.
Apres deuxiéme repiquage, le degré de tolérance de chaque cal s’est stabilisé. Au final :

e Pour la variété kondor : 8 cals sont trés tolérants a 7g/l de NaCl, 24 cals sont tolérants a cette
concentration et 2 cals moyennement tolérants.

e Pour la variété spunta : 4cals sont tres tolérants a 99/l de NaCl et 4 autres cals en sont tolérants.

Discussion :

Les premiers rapports sur I’embryogénése somatique et 1’organogénése in vitro de la pomme de terre ont
été effectues par Lam (1975) et Bragd Aas (1977), qui ont observés des signes de la capacité de
régenération dans les tissus de pomme de terre considérés auparavant comme recalcitrants. Ensuite,
plusieurs travaux ont été réalisés sur I’embryogénese somatique a partir de culture d’anthére de pomme de
terre (Spory et al., 1978; Johansson, 1986, 1988; Marunenko et al., 1988); et a partir de sections

d’embryons zygotiques immatures de la variét¢ Désirée (Petrova and Dedicova, 1992). L’induction



d’embryons somatiques a partir de cellules de pomme de terre issus de tissus mature a été réalisée pour la
premicére fois par De Garcia et Martinez., 1995. Depuis une gamme d’explants de génotypes et de niveaux
de ploidies ont été étudiés pour leurs capacités embryogenes (Seabrook et Douglass, 2001; JayaSree et al.,
2001; Vargas et al., 2005; Sharma et Millam, 2004, 2008).

La callogénése et la régénération de plantules sur les cals ont été réalisés, dans ce travail, en soumettant les
explants aux effets combinés des dommages mécaniques (pendant I’excision de I’explant), des régulateurs
de croissance, et de la privation des signaux normaux de croissance de la plantes. Avant l'excision, le
fragment de plante est intégral du statut physiologique de la plante.

Le processus de I'excision induit un choc physiologique et la privation des signaux normaux de la plante.
Sous ce choc imposé, les cellules de I’explant peuvent survivre par lalternative de régulation et
d’adaptation des mécanismes d'exploitation et d’induction (Feher et al.,2003). Sans une nutrition
immédiate les cellules mourrait, mais le faite de les mettre directement en culture sur un milieu riche
contenant des phytohormones; elles survivent et entre en croissance (Sharma et Millam, 2008).

L’effet des différentes concentrations en auxine et cytokinine sur 1’induction de la callogénése et de la
régénération a partir de différents types d’explants des deux variétés de pomme de terre étudiées (var.
Spunta et var. Kondor), montrent que les racines, les tiges et les feuilles manifestent une réponse variable
quant a leur aptitude a la callogénése, leur réponse morphogénétique (couleur, consistence), et leur aptitude
a la régénération.

Plusieurs travaux exposent le fait que I’utilisation d’auxine et de cytokinine notament I’acide 2,4-
dichlorophenoxyacetic (2,4-D) et le 6-benzylamino purine (BAP) assure le déclenchement et 1’induction de
callogénése chez une large gamme d’espéces : Atriplex halimus (Ighilhariz et al., 2008) ; la patate douce
(Sihachakr et al., 1997); Goyave (Rai et al., 2007); basilic (Gopi et Ponmurugan, 2006); Palmier (Sané et
al., 2006; Asemota et al., 2007); Karité et Moabi (Fotso et al., 2008)

Ce fait a été confirmé dans notre étude, car les trois types d’explants testés (racines, tiges, feuilles) pour les
deux variétés ont induit une callogénése; Mais I’influence des concentrations de 2,4-D et de BAP dans le
milieu de culture a été tres marquée sur la consistance du cal, sa croissance, son pouvoir organogene et sur
I’induction d’embryons somatique.

Selon nos résultats, la callogénése est toujours précédée d’une augmentation du volume des explants, et
commence souvent sur les parties blessées de 1’explant. L’étendu du cal sur la surface de I’explant et sa
croissance sont aussi grandes et rapides que la concentration du 2,4-D est élevée dans le milieu de culture.
De cela on peut dire que le BAP combiné a 1’apport 2,4-D a permis une nette influence sur la prolifération

cellulaire et sur la réactivité de I’explant. La régénération est induite sur les cals vert compact et globuleux,



les cals friables blanchatres lisses ou granuleux ne sont pas favorables a la régénération. Ces résultats
correspondent & celles obtenus par Rashid et Quraishi (1988), sur le blé.

Une faible concentration de 2,4-D de 0,5mg/l associée a la méme concentration en BAP pour les deux
variétés de pomme de terre étudiées, est la combinaison la plus adéquate pour la formation de cals avec une
aptitude a régénérer des embryons et/ou des bourgeons sur les cals de tiges et de feuilles. Le type
d’explants a une grande influence sur I’induction de régénération chez les deux variétés, car sur les racines
y’a pas eu de développement d’amas méristématiques ou proembryogenes. La variété Spunta a été plus ou
moins récalcitrante a la formation d’embryons somatiques avec seulement 40% chez les tiges et 14% chez
les feuilles. Par contre, chez la variété kondor, la régénération été plus facilement induite avec 80% chez
les tiges et 44% chez les feuilles.

Le développement des plantules apres le transfere sur le milieu MGAg, s’est effectué a un taux élevé chez
les tiges que chez les feuilles.

On a signalé que I’addition de GA3 aux milieux de culture est exigée pour le développement des embryons
somatiques dans la culture de pomme de terre. En son absence, les structures d’embryons reste au stade
globulaire (Roset and Bokelman., 1976; Jaret et al., 1981; Martel and De garcia., 1992).

De garcia et Martinez (1995) ont observés que quand le 2,4-D est employé pour induire une régénération
sur les cals, celle-ci peut étre atteinte dans les milieux avec ou sans GAs. Cette observation a été confirmé
par Jayasree et al., 2001.

Le transfére des cals portants des embryons ou des bourgeons sur le milieu contenant la GA3, conduit au
développement de ces structures en plantes feuillées.

Le nombre de plantules régénérées sur les cals, differe d’un type d’explant a un autre et entre variétés.
L’impact de la salinit¢ sur la date d’émergence et la croissance des tiges au premier stade de
développement chez les deux variétés, a été mis en évidence car les traitements en NaCl appliqués ont
retardé I’émergence et ont réduit la croissance des tiges a des degrés différents; ces résultats correspond
aux résultats de Levy (1992) qui ont porté sur 14 cultivars de pomme de terre.

Au niveau cellulaire, la salinit¢ diminue aussi la croissance des cals voir méme I’inhibition totale a des
concentrations élevées. Les concentrations Iétales et sublétales en NaCl sont différentes suivant la variété
(Bouharmont, 1991). Dans notre travail, nous avons considéré les concentrations auxquels les deux variétés
se montrent trés sensibles comme sublétales (diminution de croissance supérieur a 85%). Nous avons
constaté aussi que les concentrations létales et sublétales en NaCl sont différentes suivant les types

d’explants utilisés pour une méme variété.



De fagon générale, la croissance des cals est définitivement arrétée a partir de 15 & 17 g/l de NaCl. Les cals
cultivés sur ces concentrations dégénérent progressivement. Cependant, la variété spunta s’est montrée plus
tolérante a la salinité.

L’application du stress salin au premier stade de développement des deux variétés étudiées en condition in
Vvivo, et en culture in vitro sur des cals de tiges et de feuilles a permis une meilleur discrimination pour la
limitation de I’intervalle de concentrations en NaCl intéressant la sélection.

Beaucoup de chercheurs appliquent des pressions sélectives faibles ou augmentent progressivement leur
intensité, permettant ainsi une adaptation des cellules : cette adaptation se perd au cours d’un passage
ultérieur sur un milieu non sélectif et ne se retrouve donc pas dans les plantes régénérées. Pour I’éviter, il
semble préférable de déterminer un seuil de 1étalité et d’appliquer brutalement une pression importante,
inhibant totalement la prolifération des cellules normales (Bouharmont, 1991; Meredith, 1984).

La sélection de cellules tolérantes a la salinité par culture in vitro suppose que des variants somaclonaux
sont présents. L’apparition de ces variations est du au fait que lorsque des éléments exciseés sur la plante
donneuse perdent les repérages par les réseaux de signaux ou sont incapables, du fait du milieu de culture
notamment de 1’utilisation du 2.,4-D, de les restructurer, des réactions épigéniques différentes gerent un
déroulement modifié du programme génétique (Demarly, 1996).

Les variations sélectionnées étaient peu nombreuses et elles se sont produites trés tot pendant la culture des
cals; elles étaient peut étre déja présentes dans les explants. Les 8 cals sélectionnés parmi les cals de tiges
chez la variété spunta dérivent en effet du méme cal de départ, cela augmente les chance de croire que la
variation somaclonale était présente lors de la premiére multiplication du cal avant de le soumettre au stress
salin. Par, contre la variation des cals de tiges tolérants sélectionnés chez la variété spunta s’est manifesté
probablement aprés avoir soumis les cals au stress salin.

En phase de sélection certains cals qui se montrent trées tolérants ou tolérants au début de I’application du
stress salin, perdent leur tolérance au fur & mesure des repiquages; cela est peut étre du a une adaptation
physiologique temporaire.

L’influence néfaste du NaCl sur les cellules peut avoir plusieurs origines : augmentation de la pression
osmotique ambiante et déficit hydrique, toxicité des ions et déséquilibre ionique réduisant la disponibilité
d’éléments essentiels comme le calcium et le potassium (Beloualy et Bouharmont, 1993).

La tolérance au stress salin noté in vitro, se caractérise par des teneurs élevées en Na* et CI” (Hannachi,
1996). Ces deux ions sont généralement supposés €tre impliqués chez la pomme de terre dans 1’ajustement
osmotique, necessaire au maintien du gradient de potentiel hydrique entre les cellules et le milieu
additionné de sels (Van Swaaij et al., 1986; Sabbah, Tal, 1990; Sasikala et al., 1993).



Conclusion et perspectives :

Afin de réaliser cette présente étude concernant la sélection de cals de pomme de terre, Solanum tuberosum
L., variété kondor et variété spunta, nous avons été amenés a déterminer en premier lieu, le milieu de
culture et le type d’explant, permettant le développement de cals présentant une aptitude a la régénération
chez les deux variétés étudiées. Car, 'utilisation des cultures cellulaires pour I’induction de variabilité et
surtout pour leur sélection in vitro n’est possible que pour les variétés capables de régénérer des plantes a
partir de cals maintenus en culture pendant plusieurs mois.

La callogénése chez les deux variétés est influencée par la concentration des phytohormones utilisées. Par
contre, I’induction de la régénération et le nombre de plantules régénérées sur les cals est influencée par la
concentration des phytohormones, le type d’explant et le génotype.

Cette premiere partie a permis de conclure que les deux types d’explants, tiges et feuilles, sont les plus
adéquats a I’induction de cals et a la régénération. Donc la différenciation est plus facile a obtenir apres le
passage en cal chez les tiges et les feuilles; et que la combinaison hormonale 0,5mg BAP/0,5 mg 2,4-D qui
a été la plus réactive.

Ce travail a permis d’une part, d’évaluer, au premier stade de développement des deux variétés, la
tolérance de chacune au stress salin et d’autre part de déterminer I’impact de la salinité¢ sur la date
d’émergence et la croissance des tiges a ce stade de développement. Une évaluation de la tolérance et une
quantification de la diminution de croissance causée par le stress salin, a été réalisée aussi au niveau

cellulaire en soumettant des cals a des concentrations croissantes de NaCl.



La tolérance vis-a-vis du stress salin, est un caractére qui varie entre les deux génotypes de pomme de terre
étudiés, cette eétude a permis de classer la tolérance des deux variétés pour les différents traitements estimés
par des indices de tolérance.

Cette classification nous a permis de déterminer des intervalles de concentrations a utiliser pour la sélection
en écartant les concentrations létales.

La variété spunta s’est montrée plus tolérante au stress salin que la variété kondor, in vivo et in vitro.

La sélection de cals tolérants a la salinité fait appelle aux variant somaclonaux. Dans la sélection entreprise
dans notre étude, les variations se sont manifestées sur les cals de tiges pour les deux variétés. Le caractére
de tolérance de la majorité des cals de tiges sélectionnés sur le milieu contenant 7g/l de NaCl pour la
variété kondor, et sur le milieu avec 9g/1 de NaCl pour la variété Spunta; s’est confirmé au cours des trois
repiquages effectués sur les milieux salins.

L’induction et la sélection de variations somaclonaux est considérée comme 1’application la plus utile des
techniques in vitro chez beaucoup d’espéces; parmi ses principaux objectifs la tolérance des stress
abiotiques comme la salinité. Cette voie est donc prometteuse pour améliorer la tolérance de la pomme de
terre au stress salin surtout que la sélection classique chez cette espéce s’aveére une approche relativement
difficile.

Une étude approfondie reste a faire, notamment en ce qui concerne la régénération de plantules viables sur
les cals tolérants, ainsi que la réalisation de plusieurs analyses minérales sur les cals sélectionnés et les

témoins, afin de comprendre la nature du caractere sélectionné.
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Annexes



Annexe 1 : milieu de culture de Murashige et Skoog (1962)

Macroéléments (mg/1)
KNO; 1900
NH; NO; 1650
CaCl,, 2H,0 440
Mg SO,4, 7H,0 370
KH, PO, 170

Micro éléments

Mn SO,, 4H,0 22,3
ZnS0O,, 7H,0 8,6

H3BOs 6,2

KI 0,83
Na,; MoO,, 2H,0 0,25
Cuso,, 5H,0 0,025
CoCl,, 6H,0 0,025

Fe EDTA



Na, EDTA 37,3

Fe SO, 7H,0 27,8

Annexe 2 : les vitamines de Morel et Wetmore (1951)

Myo- inositol 100 mg/I
Thiamine 1 mg/l
Chlorhydrate de pyridoxine (B6) 1 mg/I
Acide nicotinique 1 mg/I
Panthoténate de calcium 1 mg/I
Biotine 0,01 mg/I

Annexe 3 : Poids moyens des cals des trois types d’explants testés sur les différents milieux de culture pour la

variété Kondor.

Tableau 1 : Poids (mg) moyens des cals de racines variété kondor pour les différents milieux sur 35 jours de culture.

milieux 7 jours 15 jours 21jours 28 jours 35 jours

Milieu 1(0,5 mg BAP/ 0,5

8,96 15,51 23,35 41,75 49,6
mg 2,4D)

Milieu 2 (0,5 mg BAP/ 1

5,02 10,97 17,95 28,55 34,85
mg 2,4D)




Milieu 3 (0,5 mg BAP/ 2

10,23 23,01 40,63 59,21 65,71
mg 2,4D)
Milieu 4 (0,5 mg BAP/ 3

11,76 25,53 47,85 72,54 79,87
mg 2,4D)
Milieu 5 (0,5 mg BAP/ 4

8,82 13,83 24,99 48,64 55,94
mg 2,4D)

Tableau 2 : Poids (mg) moyens des cals de tiges variété kondor pour les différents milieux sur 35 jours de culture.

milieux 7 jours 15 jours 21ljours 28 jours 35 jours
Milieu 1(0,5 mg BAP/ 0,5] 15,61 32,99 61,1 101,26 145,86
mg 2,4D)

Milieu 2 (0,5 mg BAP/ 1|13,74 27,06 52,15 82,44 130,59
mg 2,4D)

Milieu 3 (0,5 mg BAP/ 216,78 36,3 75,3 147,87 225,38
mg 2,4D)

Milieu 4 (0,5 mg BAP/ 3] 15,67 38,88 80,83 160,98 256,19
mg 2,4D)

Milieu 5 (0,5 mg BAP/ 417,58 44,91 105,67 204,27 314,54

mg 2,4D)

Tableau 3 : Poids (mg) moyens des cals de feuilles variété kondor pour les différents milieux sur 35 jours de culture.

milieux

7 jours

15 jours

2ljours

28 jours

35 jours




Milieu 1(0,5 mg BAP/ 0,5 mg| 25,53 65,81 106,20 192,39 211,8
2,4D)

Milieu 2 (0,5 mg BAP/ 1 mg| 14,84 31,15 50,03 65,15 85,7
2,4D)

Milieu 3 (0,5 mg BAP/ 2 mg| 20,63 35,49 73,33 93,11 118,4
2,4D)

Milieu 4 (0,5 mg BAP/ 3 mg|31,56 75,78 123,88 178,81 202,6
2,4D)

Milieu 5 (0,5 mg BAP/ 4 mg|31,44 53,05 103,77 151,51 178,98
2,4D)

Annexe 5 : Poids moyens des cals des trois types d’explants testés sur les différents milieux de culture pour la
variété Spunta.

Tableau 1 : Poids (mg) moyens des cals de racines variété Spunta pour les différents milieux sur 35 jours de culture.

milieux 7 jours 15 jours 21jours 28 jours 35 jours
Milieu 1(0,5 mg BAP/ 0,5 mg|6,51 17,38 28,11 40,16 44,6
2,4D)

Milieu 2 (0,5 mg BAP/ 1 mg]|5,54 13,32 25,09 30,29 48,15
2,4D)

Milieu 3 (0,5 mg BAP/ 2 mg| 8,38 19,52 39 72,57 77,51
2,4D)

Milieu 4 (0,5 mg BAP/ 3 mg|7,77 29,24 60,76 98,6 110,27
2,4D)

Milieu 5 (0,5 mg BAP/ 4 mg|9,45 21,3 41,95 80,15 95,21
2,4D)




Tableau 2 : Poids (mg) moyens des cals de tiges variété Spunta pour les différents milieux sur 35 jours de culture.

milieux 7 jours 15 jours 21ljours 28 jours 35 jours
Milieu 1(0,5 mg BAP/ 0,5] 29,90 79,47 145,40 221,66 261,8
mg 2,4D)

Milieu 2 (0,5 mg BAP/ 1]37,30 81,78 132,04 171,75 195,6
mg 2,4D)

Milieu 3 (0,5 mg BAP/ 2]31,75 78,89 142,55 223,86 268,6
mg 2,4D)

Milieu 4 (0,5 mg BAP/ 343,94 100,15 164,24 250,75 312,4
mg 2,4D)

Milieu 5 (0,5 mg BAP/ 4] 61,56 119,13 194,54 294,75 376,9

mg 2,4D)

Tableau 3 : Poids (mg) moyens des cals de feuilles variété Spunta pour les différents milieux sur 35 jours de culture.

milieux 7 jours 15 jours 21jours 28 jours 35 jours
Milieu 1(0,5 mg BAP/ 0,5 mg| 14,60 35,28 69,14 126,70 156,1
2,4D)

Milieu 2 (0,5 mg BAP/ 1 mg|12,95 18,43 28,45 44,21 67,4
2,4D)




Milieu 3 (0,5 mg BAP/ 2 mg|20,22 31,67 60,95 85,69 124,4
2,4D)
Milieu 4 (0,5 mg BAP/ 3 mg|21,34 52,73 72,59 156,10 198,4
2,4D)
Milieu 5 (0,5 mg BAP/ 4 mg|23,24 57,12 100,19 153,82 180,5
2,4D)

Annexe 6 : Les moyennes de hauteur de tiges pour chaque traitement (essai en pots).

Tableau 1 : moyennes des hauteurs des tiges variété kondor sous I'effet des différents traitements en NacCl.

Traitements T0 T3 T5 T7
Moyennes(en

8,00 6,48 3,67 3,56
cm)

Tableau 2 : moyennes des hauteurs des tiges variété Spunta sous I'effet des différents traitements en NaCl.

Traitements T0 T3 T5 T7 T9 T12
Moyennes(en

) 14,21 12,27 11,09 9,22 8,38 7,41
cm

Annexes 7 : Poids moyens des cals des deux variétés a 24 jours de cultures, pour les différents traitements en NaCl

Tableau 1: poids moyens des cals de tiges de la variété spunta a 24 jours de culture, pour les différents
traitements



Traitements

Poids moyens des cals a 24 jours

de culture

TO 213,67
T2 212

T1 212

T3 210

T4 207,4
15 206,33
T6 176,37
T7 162,8
T8 149

T9 144,43
T10 142,77
T11 141,13
T12 125,87
T13 123,4
T14 116,17
T15 105,63
T16 96,27




Tableau 2 : poids moyens des cals de feuilles de la variété spunta a 24 jours de culture, pour les différents
traitements

Traitements Poids moyens des cals a 24 jours
de culture

TO 131,43
T1 128,5
T2 122,37
T4 117,7
T3 117,5
T5 112,2
T6 103

17 101,7
T8 99,53
LE) 91,1

T10 84,3

Ti1 75,17
T12 74,3

T13 61,6

T14 53,53




Tableau 3 : poids moyens des cals de tiges de la variété kondor a 24 jours de culture, pour les différents
traitements

Traitements Poids moyens des cals a 24 jours
de culture

TO 235,03
T1 226,67
T2 212,67
T3 199,53
T4 163,6
T5 142,67
T6 124,8
T7 115,57
T8 105,87
T10 101,2
T9 100,97
T12 94,5

T13 94,17
T14 93,67
T11 93,3

Tableau 4 : poids moyens des cals de feuilles de la variété kondor a 24 jours de culture, pour les différents
traitements



Traitements

Poids moyens des cals a 24 jours

de culture
T2 196,37
TO 168,33
T1 166,7
T3 158
T4 149,37
T5 132
T7 123,17
T6 123,1
T8 96,13
T9 88,4
T10 68,1
T11 65,17
T12 64,5
T13 60,17
T14 54,93
T15 53,93




