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Introduction

Les besoins alimentaires en 1’Algéric sont assurés grace a une production locale
complétée par I'importation de quantités complémentaires de produits agricoles tels :  sel

céréales, les légumes secs, les tubercules et les huiles. ..

Avec la croissance démographique, on remarque une augmentation des déficits

alimentaires.

Par ailleurs, la production agricole est menacée de temps a autre par les facteurs
climatiques (pluviosité insuffisante, les maladies d’une maniére générale et les viroses en

particulier ainsi que les maladies bactériennes et les insectes...).

Pour faire face a ces probléemes, I’Algérie a été attirée par I’application des

biotechnologies afin de moderniser les systemes de recherche agronomique.

Dans ce cadre il est intéressant d’étudier la multiplication in vitro de deux especes

vegétales (pomme de terre, olivier) pour leurs valeurs alimentaires.

Ainsi I’objectif de ce travail est d’une part I’acquisition des techniques de culture in vitro,
d’autre part voir I’effet des quatre milieux (MS, WHITE, B5, KNOP) sur la croissance de deux
variétés de pomme de terre (Mondial et Désirée) et une variété d’olivier (Sigoise) et finalement

suivre 1’état phytosanitaire des plants obtenus.

Les parameétres étudiés se rapportent a la caulogenése et la rhizogénese a coté du nombre

de feuilles développées et racines neoformées.

L’acclimatation des vitro plants et 1’aspect biochimique (protéines totales) ont été

abordés.
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PAFTIE | oo eeeeeee e e e eeveeeeeeeeeeessennnasesssesennnnns Pomme de terre

1- Historique de la pomme de terre :

La pomme de terre a pris naissance dans les pays andins et plus particuliérement prés
de Littoral du Pérou, 8000 a 9000 ans avant JC. Les Incas I’ont cultivé sous le nom de papa et
elle porte toujours ce nom en Amérique latine. Les zones les plus riches en especes sont le centre
du Mexique. L’habitat s’étage de 0 a 4000 m et regroupe des zones de type arbustifs et prairials
(Anonyme ,2000).

Il n’y a pas de document sur la date précise d’arrivée de cette plante sur I’Europe, il est
probable qu’a I’époque, personne n’imaginait I’importance que pourrait prendre cette production
agricole. On pense cependant que la pomme de terre arriva quelque années avant la fin du XVI
eme siécle et ceci par deux entrées; la premiére I’Espagne ver 1570 et la seconde les Tles
Britanniques (1588-1593) (Rousselle et al ., 1996).

En Algérie, la pomme de terre a probablement, été introduite une premiere fois au
XV1°™ sigcle par les Maures andalous qui ont propagé les autres cultures dans la région : tomate,

poivron, mais, tabac ... puis elle est tombée dans I’oubli n’ayant pas suscité d’intérét.

Dans la deuxieme moitié du XIX éme siécle, les colons vont la cultiver pour leur usage,

car les algériens y sont reticent malgreé les disettes successives.

C’est la derni¢re grande famine des années 30/40 qui viendra a bout de cette opposition

(Meziane, 1991).

2- Taxonomie et origine :

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des Solanacées, genre
Solanum (Quezel et Santa,1963), comprend 1000 espéces dont plus de 200 sont tubéreuses
(Doré et al .,2006 ; Hawkes ,1990) , on pensait autrefois que la pomme de terre était issue d’une
plante sauvage unique, ’espéce S tuberosum, dés 1929, les botanistes avaient montré que cette
origine ¢€tait plus complexe et que 1’on retrouvait parmi les ancétres des especes de pomme de

terre cultivés, des plantes sauvages différentes (Rousselle et al ., 1992 ; Doré et al .,2006).

La (figure 1) représente 1’origine génétique des espéces cultivees de pomme de terre.
(Hawkes, 1990) propose une hypothese qui donne a S tuberosum une nature allo tétraploide
issue d’un amphidiploide entre S.sparsipilum et S.stenotomum. Mais d’autres auteurs pensent
qu’il s’agit d’un autotétraploide compte tenu de son comportement cytogénétique, lwanga et
Peloquin (1982) expliquent que I’espéce serait apparue grace a la présence de diplogamétes chez

les ancétres.



Hosake (1986) étaye cette hypothése par I’analyse des ADN chloroplastiques.

L’espéce cultivée actuellement dans notre région serait un sous-espéce (tétraploide
2n=48) dérivant d’une autre sous-espece ssp.andigena par sélection au fil des siécles pour

’adaptation au jour long (Rousselle et al ., 1992).

Goniocalyx Phurcja
2\ / 2X
Sparsipilum* Stenotomum 2x Megistacrolobum*2x
: \ /
Xl / 2x Ajaobuiri
Tuberosume

Acaule*4x Sub

spandigina \
4x v
/ Chaucha Juzepezukii
Tuberosum 3x 3X
Subsp.tuberosum
4x
Curttilobum

5x

* gspece sauvage
Figure 1: L’origine génétique des espéces cultivées de pomme de terre
(D’aprés Hawkes ,1990 in Rousselle et al ., 1996).

3 - Botanique :

La plante est une espece herbacée vivace par ces tubercules mais cultivée en culture

annuelle selon Rousselle et al., (1996). La plante est constituée de deux parties :

e Une partie aérienne :
Avec des tiges prostrées ou dressées, mesurant un metre ou moins, les feuilles sont
oblongues et pointues, les fleurs ont une couleur variante du blanc au violet, les fruits
sont des baies de la taille d’une cerise, plus ou moinS grosses, charnues, lisses,

largement aplaties et sillonnées de deux cotés, celles-ci contiennent un grand nombre
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de petites graines, lenticulaires, blanches attachées & un placenta hémisphérique et
enveloppées d’une substance pulpeuse, comme les tiges et les feuilles, les fleurs
contiennent une quantité significative de solannine , un alcaloide toxique
caracteéristique du genre Solanum (Bruton ,1998).

Cette partie de la plante permet une reproduction sexuee .

e Une partie souterraine :
La plante comporte a la fois des tiges aériennes et des tiges souterraines (Darpoux et
Delelly, 1967), et porte aussi des racines nombreuses, fines et fasciculées qui peuvent
pénétrer profondément dans le sol s’il est suffisamment meuble (Soltner, 2005). Cette
partie porte aussi des tubercules: C’est I’organe le plus intéressant de la plante, qui

confére & la pomme de terre sa valeur alimentaire (LE et al ., 2002).

3-1- Morphologie externe et interne des tubercules :

e Structure externe :
On peut voir un bourgeon terminal (bgt) a I’extrémité apicale du tubercule appelé
« couronne ». A ’autre extrémité qualifiée de « talon », on trouve le point d’attache du
stolon (st) : I « ombilic ». Sont régulierement disposées, tout au long des tubercules, des
dépressions en coup d’angle : « les yeux »(a&). Surtout fréquents dans la région de la
couronne. lls correspondent a I’emplacement des bourgeons axillaires et sont bordés
par un épaulement ou « arcade » qui n’est rien d’autre que la cicatrice d’une écaille. On
note la présence des lenticelles (len) qui ont une origine stomatique (Rousselle et al.
1996).

e Structure interne :
Sur la coupe longitudinale d’un tubercule arrivé a la maturité on observe de I’extérieur
vers I’intérieur tout d’abord le périderme (pré) (5al5 assises cellulaires), connu plus
communément sous le nom de « peau ». Les lenticelles assurent la communication
entre 'extérieur et ’intérieur du tubercule et jouent un role essentiel dans la respiration
de cet organe. Lorsque la peau est endommagée, il y a subérisation des parois
cellulaires et formation d’un péri derme de blessure (Beukema et Vander Zaag ,1990).

En dessous de la peau on trouve la « chair » du tubercule comprenant :
- Le cortex (cort) ou parenchyme cortical (pc) (épaisseur de 3 a 12mm).
- Anneau vasculaire (an.vasc), les phloemes externes (ph.e), xylemes (x) et

parenchymes associés.

- La zone périe médullaire (z.péri) composée de tissus parenchymateux situés entre la

moelle et I’anneau vasculaire avec du phloeéme interne (ph.i) typique de la famille
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des solanacées. Elle est caractérisée par son épaisseur et son aspect largement
marbré.
- La moelle (m) ou parenchyme médullaire (pm) constituée d’un tissu plus ou moins
translucide.
La distance entre la peau et I’anneau vasculaire est d’environ un demi-centimetre, mais
ces deux zones sont plus ou moins en contact au niveau des yeux et du point d’attache du stolon.

(Rousselle et al ., 1996).

4- Le cycle de vie et mode de reproduction :
4-1- Cycle sexué :

Les phénomeénes que nous venons d’indiquer ne favorisent pas la fructification.

Le fruit est un bais sphérique ou ovoide de 1-3 cm de diameétre, de couleur verte brun
violacé jaunissant a la maturité. Il contient généralement plusieurs dizaines de graines
(Bernhards, 1998) et peut contenir jusqu'a 200 graines (Rousselle et al.,1996).

La pomme de terre est trés peu produite par graines dans la pratique agricole, en méme
temps la graine est I’outil de création variétale. La germination est épigée et les cotylédons sont
portes au dessus du sol, par le développement de I’hypo cotyle, en conditions favorables.

Quand la jeune plante a seulement quelques centimetres de hauteur, les stolons
commencent a se développer d’abord au niveau de cotylédons puis aux aisselles situées au-

dessus, et s’enfoncent dans le sol pour donner des tubercules (Bernhards ,1998).

4-2- Cycle végetatif :

Le cycle végétatif est un cycle annuel en quatre phases :

v Un tubercule germé et planté en terre, ses germes se transforment en tiges feuillées ce
phénomene assure la nutrition et le fonctionnement physiologique de la plante dont
les bourgeons axillaires donnent au dessus du sol des rameaux et au dessous des
stolons : C’est la phase de croissance.

v' Au bout d’un certain temps, variable selon la variété et le milieu de culture les
extrémités des stolons cessent de croitre et se renflent pour former en une ou deux
semaines les ébauches des tubercules : C’est la tubérisation.

v’ La tubérisation se prolonge jusqu'a la mort de la plante, soit naturelle, soit dans les

conditions optimales de température et d’humidité : C’est le repos végétatif.

v Enfin, aprés une évolution physiologique interne les tubercules deviennent capables

d’émettre des bourgeons, plus couramment appelés germes : C’est la germination

(Soltner, 2005).
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5- Les maladies et les ennemies de la pomme de terre :

Tableau I : Les principales maladies de la pomme de terre

(Bernhards, 1998 ; CIRED et GRET ,2002).

Les maladies

La cause

Les symptdmes

Mildiou de la pomme

Phytophtora infestant ce champignon se

Brunissement de la base des tiges
ou de portions de tige et de

pétioles

les pucerons

de terre transmet par le vent L
= Taches jaunatres devenant brunes
sur les feuilles de la base
_ _ _ Décoloration bénigne en forme de
Virus X Virus X .Ce virus transmet par frottement . .
mosaique légere entre les nervures.
= Faible décoloration des nervures,
folioles apicales.
Virus M Virus M. Le vecteur de cette maladie sont | = Légere coloration rougeatre des
irus

feuilles terminales.
Une ondulation des bords et la

formation de taches en mosaique

Tache de rouille

Virus du ratte

Une coupe des tubercules montre des

tissus

morts sous forme de tache

rouge-brun

Cceur noir et Coeur

creux

=  Bactéries de pourriture apparait a
cause du manque d’O,
= Le brusque passage de période séche

a période humide et vice-versa

Les tissus de tubercules montre un
surface de tissus noirs.
Excés de fumures azotées

Rhizoctone brun

Rhizoctonia. Maladie fongique.

Attaques séveres sur les tiges et les

stolons et enroulement des feuille

Bactéries pathogénes

du genre Erwinia.

Bactéries pathogeénes du genre Erwinia,
cette bactérie se transmet par la pluie,

I’eau d’irrigation et les insectes.

La jambe noire (des nécroses de la base

des tiges.).

Nématodes.

Globodera rostochiensis et Globodera

pallida

Mauvaise croissance du végétal

Nanisme

Puceron vert du

p écher

Puceron vert du p écher

Déformation du limbe

PLRV (potato leafroll

virus).

Virus d’enroulement de la pomme de terre
causé par I’accumulation d’amidon qui

rend les feuilles dures

Enroulement des feuilles

Le nanisme de la plante




6 -Valeur Nutritionnelle :

La pomme de terre est une source de sucre par
I’amidon qu’elle contienne, (100g de pomme de terre
cuite a I’eau fournissent de 18 a 20 g amidon). Elle est
¢galement riche en fibres, qui favorisent I’'impression de
satiété, en vitamines B1l, B2, B3, C et des oligo-

éléments, comme le fer.

Pour ces raisons, elle est largement utilisée dans
I’alimentation humaine, par conséquent elle constitue
une grande production agricole aussi bien dans les pays

développes que dans les pays en voie de développement.

7 - Production de la pomme de terre :

e Production mondiale :

Tableau Il : Apport nutritionnel
moyen de la pomme de terre pour
100 g cuites a I’eau
(Anonyme, 2001).

Elément Quantités
Valeur énergétique 86 KCAL
Glucides 199
Protéines 29
Lipides 0.1g
Vitamines
Bl 0.11mg
B2 0.04mg
B3 1.2mg
B6 0.2mg
C 13mg
Minéraux
Potassium 410mg
Magnésium 27mg
Fer 0.8mg
Manganése 0.17mg
Cuivre 0.16mg

Le secteur de la pomme de terre est en pleine évolution. Jusqu'au début des années 90, la

plupart des pommes de terre étaient cultivées et consommées en Europe, en Amérique du Nord

et dans les pays de I'ex-Union Soviétique. Depuis lors, la production et la demande de pomme de

terre ont enregistrés une forte croissance en Asie, en Afrique et en Amérique latine, ou la

production est passée de moins de 30 millions de tonnes au début des années 60 a plus de 100

millions de tonnes au milieu des années 90.

En 2005, pour la premiere fois, la production de la pomme de terre du monde en voie de

développement - 161,5 millions de tonnes environ - a dépasse celle du monde développé (155,9

millions de tonnes). La Chine est devenue le premier producteur mondial de pommes de terre, et

quasiment un tiers de tous les Tubercules sont désormais récoltées en Chine et en Inde.

(Anonyme, 2007), comme il est indiqué dans le tableau I11 suivant :




Tableau 111 : La production mondiale de pomme de terre, 1990-2006(FAO ,2007)

1990 1992 | 1994 | 1996 | 1998 | 2000 | 2002 | 2004 | 2006

Pays Millions de tonnes
Développés | 195,22 | 184,64 | 168,69 | 193,59 | 69,25 | 182,04 | 163,58 | 171,79 | 155,25

En voie de 84,09 | 93,44 | 102,38 | 117,71 | 131,41 | 146,51 | 152,41 | 157,77 | 159,12
developpement

MONDE 279,32 | 278,09 | 271,07 | 311,31 | 300,67 | 328,55 | 315,98 | 329,56 | 314,37

e Production de la pomme de terre en Algérie :

Aprés que Solanum tuberosum .L fut introduite en Algérie au milieu XVI ™ siecle,
I'essentiel de la production était expédié en France. En 1962, lorsque le pays acquit son

indépendance, il produisait 250 000 tonnes par an et en exportait environ le tiers.

Depuis, la pomme de terre est devenue une des principales cultures destinées a la
consommation domestique et en 2006 la production a atteint le chiffre record de 2,18 millions de
tonnes. La superficie cultivée est de 100 000 ha, et la pomme de terre peut étre plantée et

récoltée dans n'importe quelle région, en fonction des saisons.

La pomme de terre est surtout cultivée sur la cote méditerranéenne, qui jouit d'un climat
tempéré propice a sa culture tout au long de l'année. On en trouve aussi a 500 métres, sur les
montagnes et les vallées entre la c6te et les monts Atlas ainsi que sur les hauts plateaux. La
consommation annuelle, qui était de 35 kg/par habitant en 1990, est passée a 57 kg en 2005.
(Anonyme.2007a). Ainsi entre 1990-2006 la production a plus que doublée comme on le voie

dans le tableau IV.

Tableau 1V: la production de la pomme de terre en Algérie
(Statistique de pomme de terre, 2006 : Direction des services Agricoles de wilaya de Mila).

Années Production en quintaux
1990 8085410

1992 11 575 250

1994 7 159 360

1996 11 500 000

1998 11 000 000

2000 12 076 900

2002 761 800

2004 21 765 000

2006 21 809 610
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PAFTIE L1 oo eeeeeeeeeeeeveaeeeaeeeeeeesennnaseessannnnssessssnnnnnnns Olivier

1- Historique :

A Tolivier est attachée une image forte, celle de paysages mediterranéens, cet arbre
accompagne les mythes fondateurs des cultures méditerranéennes, bible, coran , grands textes
classiques grecs, arbres des dieux symbole de force , de longévité de paix ( Breton et al .,2006).

Selon la bible, les graines de 1’olivier viennent du paradis, elles ont été placées dans la

bouche d’Adam jusqu’a sa mort (Ingrid et Schofelder ,1988).

En quelque temps plus tard c’était un rameau d’olivier qui a été rapporté a Noé sur son
arche, la colombe expédiée pour observer la décrite des eaux, les vertus de cet arbre sont
mentionnés par le Coran ou il est dit «Dieu est la lumiére des cieux et de la terre. Sa lumiére est
comparable a une niche ou se trouve une lampe. La lampe est dans un verre; le verre est
semblable & une étoile brillante. Cette lampe est allumée & un arbre béni : 1’olivier qui ne
provient ni de I'orient ni de 1’occident et dont I’huile est prés d’éclairer sana que le feu la

touche» (Sourate, la lumiére 35).

2 - Origine géographique :

L’origine géographique de I’olivier semble étre le croissant fertile (Rugini et al ., 1998 ;
Loumon et Giourage ,2003). Son introduction en méditerranée occidentale est a porter au crédit

des phéniciens (Loussert et Bousse, 1978).

Quelques historiens ont démontré que I’olivier était connu dans notre pays bien avant VI
siécle avant C.J.
3 - Taxonomie et origine génétique :

L’olivier appartient a la famille des Oleacéaes, genre Olea, le nombre chromosomique de

2n= 46 chromosomes.

L’origine génétique de I’olivier est jusqu’a présent mal connue, 1’oléastre a toujours été

considéré comme ’ancétre de ’olivier cultivé.

L’étude de la diversité moléculaire de cultivars et d’oléastres, révélée que les cultivars
s’apparentent aux oOléastres (Breton et al .,2006a ;breton et al .,2006b ;besnardet
al.,2001 ;Brozined de Garaffa et al .,2002).
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Les relations entre I’olivier et I’oléastre sont discutées depuis 1’Antique, les grecs dont
Théophraste s’interrogeaient sur la fagon de passer de 'un a I’autre (Amigues, 1993) et aussi
I’olivier et ’oléastre sont considérés comme trés proche botaniquement, les botanistes en ont fait
deux variétés de la méme sous espéce europaea de ’espéce Olea europaea (Terral et al ., 2004),

(Breton et al., 2006) vue que ’olivier et I’ol¢astre sont génétiquement trés proches.

4 - Botanique :

Olivier est un arbre vivace au feuilles persistantes, dur, gris-vert et ayant une forme
allongée, elles sont utilisées pour I’alimentation de bétail (Metzidatis ,1997). Les fleurs sont
déposées en grappes sur une longue tige, I’olivier produit deux sortes de fleurs, une parfaite qui

contient les deux sexes male et femelle et une staminée (Bernie et al., 2006).

Le tronc est gris-vert et lisse jusqu’a sa dixiéme année, il devient moneux et prend un
teint gris foncé (Rugini et al., 1998). Pour le systéme racinaire, il s’adapte a la structure des sols,
le systeme radiculaire reste a une profondeur de 500 a 700 cm et se localise principalement sous
le tronc, mais ces racines forment une souche ligneuse trés importante, dans laquelle
s’accumulent des réserves, dans les mémes conditions d’alimentation (Maillard, 1975 ; Loussert
et Brousse ,1978).

5 - Cycle de développement de ’olivier :

Apreés le repos hivernal de Novembre a fevrier, la végeétation démarre a partir de Mars -
Avril, les pousses terminales s’allongent, les bourgeons axillaires se développent aprés s’étre
différenciés en boutons floraux ou en yeux a bois, les bourgeons vegétatifs débourrent vers la fin
du mois de Mars un peu apres les bourgeons floraux, la floraison se déroule entre Mai et Juin,
I’endocarpe (noyau) se scerifie en Juillet - Aodt. La pousse de printemps la plus importante dans
la croissance annuelle, dure jusqu'a mi-Juillet environ, une deuxieme pousse peut avoir lieu
entre Septembre et mi-octobre, si les conditions le permettent.

Chez les arbres qui ne portent pas de fruits (années moins) une croissance continue mais

irreguliere peut étre observée pendant toute la période de Mars a Octobre. L’ampleur a la

croissance des rameaux est trés affectée par la quantité de fruits portés par I’arbre.

Les feuilles de troisieme année jaunissent puis chutent a un dge compris entre 28 et 30

mois en moyenne. L’arbre rentre enfin en repos hivernal.
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La floraison s’effectue sur la pousse de 1’année précédente et sur la pousse de deuxiéme

année qui n’a pas fleurie I’année premicre.
La production interviendra donc sur du bois en deuxiéme année de croissance.

L’induction florale est déja intervenue 90 a 100 jours avant le début de la floraison et
vraisemblablement antérieurement a une période ou aucune évolution n’est visible, ce caractére
traduit une exigence pour ol¢iculture, celle de ne tailler I’olivier qu’apres le bon déroulement de
cette induction florale. Une taille d’automne va automatiquement conduire I’olivier & privilégier

une pousse a bois au déterminent d’une croissance florale.

La régularité d’une pousse annuelle est par conséquent une condition « Sine qua non »

pour obtenir une fructification annuelle (Argenson et al ., 1999).

Et on peut résumer le cycle de vie de I’olivier dans la figure 3 :

Formation des Gonflement des
boutons floraux

grappes florales

1

Chute des
pétales

Différenciation
des corolles

Nouaison Grossissement des Grossissement des
fruits 1*" stade fruits

Figure 3:  Le cycle de vie de I’olivier (Argenson et al ; 1999)

-12-



6 — Les maladies de P’olivier :

Tableau V : Les principales maladies de 1’olivier (Argenson et al ., 1999 ).

Les maladies La cause Les symptomes et dégats
] o -L’ensemble de végétales recouvert d’une
Noire et évitable ) . ]
) La fumagine (complexe des | sorte de poussieres noire
fumagine ) ] ]
) ] champignons) -La fonction de chlorophyllienne des
Capnodium oleaginum ] A )
feuilles peut étre stoppée.
Entrainées par le vent et -La défoliation peut compromettre non
la pluie, les conidies seulement la récolte de I’année mais
. (organes microscopiques également la vie de ’arbre.
(Eil de paon. ] ]
) qui permettent la -Provoque la chute des feuilles.
(Cycloconium o ) ]
) diffusion de la maladie) -Provoque la chute des fruits.
oleaginum) )
émettent des zoospores
qui provoquent  la
maladie
Cochenille noire Forte population de o
o ] Affaiblit I’arbre.
Saissetia oleae Bern Cochenilles
-La consommation des organes floraux
rend toute la fécondation impossible
La Teigne de I’olivier ) Pour les fruits les dégats se manifestent
La teigne .
Prays oleae Bern par deux chutes successives.
Alors la teigne provoque 30-40% des
pertes d’olive
o -Perte de récolte par la chute des fruits
La mouche de I’olivier o )
o -Diminution du rendement en huile et
Bactrocera oleae La mouche de I’olivier o . )
détérioration de la qualité de I’huile par
Gmel . o
augmentation de son acidite.

7 - La valeur nutritionnelle :

On connait actuellement plus de variétés d’olives cultivées pour la consommation de

table vert ou noir, mais surtout pour son huile riche en acides gras insaturés.

Les feuilles d’olivier ont des propriétés Hypotensives, vasodilatatrices, hypoglycémiantes
et d’autres utilisations médicinales (Meslaycet.2007). A part les valeurs médicinales, 1’olive

contient d’autres éléments comme on le voit dans le tableau IV :
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Tableau VI : Apport nutritionnel moyen de 100 g d’olive noir (Simpson et Orgozaly,2001)

L’élément La concentration
Eau 77%
Calories 103 calories
Protéines 0.99
Acides Gras 119
Carbohydrates 0
Vitamine A 180 mg
Vitamines C 0

8 - Production algérienne et mondiale de I’olivier :

L’Algérie fait partic des pays du pourtour méditerranéen dont le climat est des plus
propices a la culture de I'olivier. Elle se positionne aprés I’Espagne, I’Italie, la Grece et la
Tunisie qui sont, par ordre d’importance, les plus gros producteurs au monde d’huile d’olive.

La figure 4 montre la production mondiale d’huile d’olive dans la période 2006-2007

Production mondiale d'huile d'olive élevée & 2,72 millions de tonnes (99.56% de la production
totale)

o Espagne
W ltalie
OGrace

O Syrie

m Turguie
o haroc
B Tunisie
O Algérie
m FPortugal
m Jordanie

O Argentine
433 |mLibye
mLiban

W Croatie

B France

202

Figure 4 : La production mondiale d’huiles d’olive (2006-2007)
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LA MULTIPLICATION
DES VEGETATY



PARTIE T .o, La multiplication des végétaux

1- La multiplication sexuée :

Pour (Maarouf, 2000) la multiplication sexuée est une expression incorrecte, pour lui le
terme exacte c’est la reproduction ; et selon (Tourte et al., 2005) tous les événements qui
concernent cette premicere modalité de reproduction se réalisent au niveau d’un organe, souvent
éphémeére mise en place au début de ce que ’on considére comme 1’état adulte : La fleur, celle-ci
porte souvent les deux types d’organes reproducteurs, male et femelle et est par conséquent

bisexuée.

2 - La multiplication végétative :

La multiplication végétative est un mode de reproduction qui se déroule en dehors des
phénomenes de sexualité et qui permet la propagation d’individus génétiquement identiques
(Robert et al., 1998). Ce phénomene ne fait pas intervenir la méiose, mais un autre processus trés
strict de division cellulaire, sans remaniement du nombre de chromosomes : la mitose (Maarouf
,2000).

La multiplication végétative est commune chez les végetaux supérieurs, elle s’effectue

naturellement et artificiellement (Camble et al .,2004).

2 -1- La multiplication végétative naturelle :

% Le marcottage naturel :
C’est la multiplication végétative a partir d’organes spécialisés (Robert et al ., 1998).
Dans ce type de multiplication des nouveaux individus sont formés a partir de portions
d’un végétale, qu’au moment de leur séparation de la plante mere possedent déja tous
les organes nécessaires a une vie autonome de ces individus (tiges, racines,
feuilles ....). Ce marcottage est trés rare chez les espéces arborescentes
(Maarouf ,2000).

Le bouturage naturel :

e

*

Dans ce cas un rameau se détache de la plante puis s’enracine, la formation des racines
succede a I’isolement nouvel individu comme dans le cas des Opuntia (Camefort et
Boué ., 1979 ; Robert et al ., 1998).

Pour améliorer les plantes propagées, les arbres fruitiers et les plantes ornementales,
I’homme a mis au point diverses méthodes de multiplication végétatives artificielles, La
plupart se fondent sur la capacité des plantes de former des racines et des pousses

adventives (Peyeru et al., 2007).
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2-2 - La multiplication artificielle :
2-2-1- Les anciennes méthodes :

v" Bouturage : Consiste a mettre en terre un fragment de plante dépourvu de racines, la
bouture est capable de régénérer une plante entiére par la formation des racines
adventives (Robert et al ., 1998), Selon Peyeru et al ., (2007), le bouturage consiste a
couper un fragment ou bouture d’une pousse ou d’une tige, une masse cellulaire
indifférenciée, appelée cal se forme sur la ciacatrice, émet des racines adventives et
produit des pousses.

v' Marcottage : C’est un type particulier de bouturage dans lequel la bouture reste
reliée a la plante mere jusqu’a la formation de ses propres racines comme les fraisiers
(Robert et al ., 1998).

v Le greffage : C’est une pratique agronomique qui consiste a implanter dans les tissus
d’un végétale un greffon, dans lequel le porte greffe fournit les racines et le greffon
donne le systeme aérien (Robert et al., 1998).

v Le drageonnage : Est un procédé de multiplication végétative permettant a certaines
especes, arborescentes ou non, de se propager, voire de coloniser le milieu par la
formation des tiges adventives a partir du systéme racinaire. Cette neoformation de
pousses a partir de racines, généralement tracantes ou superficielles, différencie le
drageon du rejet de souche. Ce dernier se développe sur une structure anatomique de
tige. Ce peut étre la partie aérienne, voire souterraine du tronc, en étant conscient de
I’ambiguité qui peut subsister pour les pousses apparaissant au niveau du collet. A
I’inverse du drageon, la marcotte provient de la néoformation de racines a partir de
tiges au contact du sol, voire de branches encore reliées au pie-mere, et dont la
fonction premicre n’est pas d’assurer la multiplication végétative, contrairement aux

stolons. (Bellfontain et Monteuus, 2006).
2-2-2 - Les méthodes modernes (la culture in vitro) :
2-2-2-1 Historique :

En 1878, il y a donc plus de 120 ans. Cl Bermnard formulait les principes théoriques de la
création d’un systéme artificiel dans lequel les organes pourraient survivre hors de I’influence de
I’organisme entier. Depuis cette orientation de recherche lentement d’abord, d’une manicre plus

rapide ensuite, a permis de grands développements a la biologie (Nozron et Bancihon. 1972);
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La culture indéfinie des tissus des végétaux a éte réalisée il y a 70 ans, c’est en effet au
printemps 1937 qui fut isolée la premiere souche tissulaire dans l’activité c’est maintenue

jusqu’a présent grace a des repiquages réguliers;

Dés, 1941, on savait obtenir des plantes entiéres a partir de petits fragments d’organes ou
colonies tissulaires ; leur enracinement ne posait aucun probleme gréce aux auxines rhizogénes

dont le maniement était connu depuis assez longtemps (Margara ,1989).

En 1944, Buvat par les techniques de culture de tissus met en évidence le phénomeéne de
dédifférenciation : la juvénilisation ;
En 1949, Limasset et Cornuet notent I’absence de Virus dans les méristémes de tabacs

Viroses ;

En 1955, la découverte de la kénetine, substance douée d’une puissante activité
caulogéne, puis d’autres cytokinines ont permis de provoquer presque a volonté la néoformation

de bourgeons adventifs ;

Cette multiplication végétative in vitro fut enfin facilitée par la mise au point a partir de

1962 de solutions minérales particulierement appropriées (Margara, 1989).

En 1966, Guha et Maheswari en Inde obtenaient des plantes haploides de Datura innoxia

M.LL a partir de culture d’antheres ;

En 1971, au Japon, Takebe et Col régénéraient des plantes entieres de Nicotina tabacum

a partir de protoplaste (Anonyme, 1996).
2-2-2-2- Les catégories de la culture in vitro :
= La catégorie de la culture in vitro Conforme :

Il s’agit d’un mode de multiplication conduisant a des individus pourvus de méme
stock d’information héréditaire que la plante d’ont ils sont issus (Nozoron et
Benalhon, 1972). Selon Rousselle et al .,(1996) la culture de méristémes depuis les
travaux de Morel et Mortin en 1950, a permis de guérir les plantes atteintes de virus
.La micropropagation in vitro est plus ou moins utilisée dans la production de
plantes conformes pour les premiéres générations de multiplication. Et selon LE
,(2001) pour produire des plantes genétiquement modifiées, la régénération doit

donner des plantes conformes.
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La catégorie de la culture in vitro Non conforme :

D’aprés Nowbuth et al .,(2005) on appelle variation somaclonale des modifications
du phénotype des plantes qui apparaissent le plus souvent lors de la régénération de
nouvelles plantules a partir de tissus déja différencies. De trés nombreux travaux
ont porté sur la variation somaclonale et sont d’un éventuel intérét pour la création
variétal, le probléme rencontré est souvent celui du crible puisque 1’apparition d’un
caractére utile est un événement rare et que ’on constate souvent I’apparition de
caracteres défavorables. Cette méthode peut étre intéressante pour des caracteres tel
que la résistance aux parasites s’il est possible de faire un tri in vitro. A 1’heure

actuelle seule des résultats préliminaires ont été obtenus (Bajaj, 1987).

2-2-2-3 Les facteurs influengant la culture in vitro :

La lumiere et la photopériode :

La lumiere est un facteur déterminant pour la culture in vitro des plantes, elle a une
grande influence de part la durée d’exposition (photopériode), selon Hussey et al
.,(1981) d’autre part la longueur de jour qui affecte la vigueur et le développement
des proliferations et la croissance des cals, cette derniére pourrait aussi contribuer a
la formation des cals (Briggs,1964), de facon général le début de croissance
nécessite une faible intensité lumineuse (500a 1000 lux) avec 12 a 16 heures de
photopériodes (Bommeneni et jauhar , 2003 ). Lorsqu’il s’agit de préparer la
plantule au rempotage en serre, il apparait souvent préférable d’augmenter
I’intensité de 1’éclairement (par exemple 10000 lux) (Margara ,1989).

La température :

La température de beaucoup de chambres a culture est constante de I’ordre de 22° a
25° C (Margara ,1989) mais selon LE, (1994) des faibles températures de 15°a 20°
C stimulant la microtubérisation chez la pomme de terre, selon Walali, (1993) pour
Polivier (27° a28° C) c’est la température optimale.

Le support de milieux de culture :

Les six macroéléments nécessaires a la croissance (N, P, S, K, Mg, Ca) sont
absorbés sous forme d’ions (Margara ,1989). Le potassium occupe la premiére
position, il existe dans le milieu sous forme de nitrate ou chlorure avec une
concentration de 20 — 30 mM, Il occupe la position du maitre cation en relation
d’une part avec la préférence de I’absorption qui lui vaut sa grande fusibilité

compléete d’une sélectivité avec exclusion de d’autre part Na.
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Deuxiemement le phosphore est absorbé sous la forme orthophosphorique (H2Po4
ou HPO4), les besoins de la croissance dans les cultures des tissus varient
de 1-30Mm, il augmente la densité des racines. Pour le calcium, les besoins en cet
élément varient de 1-3 mM, le réle du calcium, est le maintient de la structure
cellulaire. Le magnésium a un rdle de construction de la molécule de chlorophylle
et finalement les composés azotiques qui représentent la principale source
d’alimentation azotée (Yves, 1984).

= Lesaccharose :

Pour la culture in vitro le saccharose constitue une source d’énergie car la plante
n’est pas encore arrivée a satisfaire ses besoins énergétiques, on peut dans un cas
particulier utiliser d’autres sources, tels, le galactose et le lactose (Téoulé, 1993).

= | esvitamines :

En culture in vitro certaines vitamines sont favorables aux croissances des tissus,
parmi les principales, citons : le thiamine, I’acide nicotinique, la pyridoxine, leurs
concentrations sont fréquemment de ’ordre de 1mg/1 (Téoule, 1993).

= Les regulateurs de croissances :

Les régulateurs naturels de croissances des végéetaux, appelés souvent hormones de
croissance, se repartissent actuellement en cing groupes : auxines, cytokinines
gibbérellines, acides abscissiques, éthylenes selon Margara,(1989). Les facteurs de
croissance suivants les auxines (AlA, AIB, AIP) et les cytokinines (la kinétine et la
benzylamenopurine) sont des régulateurs de croissance indispensables au bon
démarrage et a I’entretien de ces cultures de tissus végétaux in vitro.

Drailleurs, les prédictions de Gottlieb Haberlandt sur la potentialité des cellules
végétales n’ont pu recevoir une confirmation qu’a partir de 1939, apres la
découverte des facteurs de croissance et notamment des auxines (Tourte et al.,2005)
ces dernieres participent a la croissances en augmentant le nombre de cellules et
provoquent I’élongation cellulaire. Les cytokinines y sont impliquées en
augmentant le nombre de cellules; ceci fait en fonction de 1’équilibre auxines

/cytokinines qui détermine I’organogenése.

2-2-2-4 Les techniques a appliquer :

» La culture de méristéme :

Dés 1952, George Morel de INRA de Versailles réussite a obtenir une plante entiere a

partir d’un méristeme (Ochett et al ., 2005), et selon Téoulé, (1993)chez une plante
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virosée la répartition du virus semble trés variable selon 1’organe, le méristeme en
particulier est une structure trés protégée et est généralement indemne de virus.

Le méristeme est un petit organe composé de cellules méristematiques a division
rapide ; il constitue le matériel idéal de départ étant donné que le méristeme se
développe d’une maniére génétiquement stable et réduit le niveau d’infection virale

(Espinosa et al., 1992).

Cette technique est donc utilisée pour obtenir des plantes saines a partir des plantes
viroses (Auge, 1992).

» La micro propagation :

Les plantes se multiplient par semi ou par multiplication végétative, ce dernier est
indispensable quand on veut conserver les caractéres d’une variété donnée. La micro-
propagation in vitro apporte un progres considérable par rapport aux méthodes
traditionnelles avec un taux de multiplication de 100 a 1000 fois plus élevé (Ochatte
et al .,2005). La micropropagation consiste en une prolifération des bourgeons
axillaires préexistants sur I’explant mere. Ceci offre une bonne garantie de conformité
génétique et une bonne stabilité des caracteres au cours de repiquages successifs
(Zhyd , 1988).

L’application de la technique de la micropropagation des plantes ligneuses, fruitiers
forestiers, permet ’amélioration de leurs capacités d’enracinement notamment sur le

porte greffe reconnue difficile (LE et al., 2005).

Cette technique permet la multiplication végétative de plusieurs plantes alimentaires,

médicinales, horticoles, agroforesteries,...... (Bretaudeau, 2006).
» L’embryogenése Somatique :

Un apport important de la technique de culture in vitro a la biologie a montré que des
cellules somatiques pouvaient produire des structures comparables a des embryons
méritant ’appellation d’embryons somatiques (Margara ,1989 ; Boccon —Gibod et
Jalouzot ,1989 ; Gray et al .,1995).

Une revue fait mention d’une vingtaine d’espéces ligneuses capables de révéler une
potentialité embryogéne souvent décelée a partir d’embryons zygotique (Williams et

Maheshwarm, 1986).
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» Laculture de protoplaste :

Ces cellules veégeétales dépourvues de paroi peuvent étre obtenues soit a partir

d’organes de plantes, soit a partir de suspensions cellulaires (Robert et al ., 1998).

Les exigences nutritionnelles des protoplastes nécessitent une composition minérale
adaptée, notamment pour le calcium qui joue un réle important par son influence sur les
divisions (Karp et al .1982).

La technique de culture de protoplaste est trés fortement inductrice de variabilité porte
souvent sur le nombre chromosomique; cela a été montré chez la pomme de terre
(Sheparid, 1982 ; Karp et al ., 1982).

2-2-2-5 Les avantage de la culture in vitro :

La production de vitro plantes pouvait se substituer a la méthode de micro bouturage avec

des avantages suivants :

©)

La possibilité de conservation de ressources vegétales et faire une banque de génotypes
et réaliser ainsi des plantation hors la période de croissance (LE et al., 2002);

L’amélioration des conditions sanitaires par les techniques de cultures in vitro souvent

associées a I’éradication des viroses (Sibi ,1981);

La propagation végétative des especes qui ne présentent pas ces capacités en conditions
classiques (Sibi .1981);

La multiplication rapide, cette derniére et due a I’augmentation de diffusion cellulaire
par ces techniques (Smith et al.,1985 ; Collet et LE, 1988);

La facilité de leur transport d’une région a I’autre ou d’un pays a I’autre;

Pour la pomme de terre la disponibilité de microtubercules a n’importe quelle époque de

I’année et les semes directement dans le sol.

2-2-2-6 Les inconvénients :

Le probléeme de contamination et selon Casselle, (1987) il est d0 a deux causes :

Le premier c’est ’explant et le deuxiéme c’est | a technique;

o

o

L’exigence de main d’oeuvre qualifiée

Pour la pomme de terre, la levée de dormance des microtubercules est assez irréguliére.
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METHODF S



L’étude a été menée dans le laboratoire de Développement et Valorisation des ressources
phytogénétiques de I’'université Mentouri Constantine au cours de la période 2006-2007 et 2007-
2008.

1- Le matériel végétal :

Le matériel végétal utilisé provient de deux especes de pomme de terre et d’olivier.

1-1 La pomme de terre :

Deux variétés ont été utilisées : Ce sont des variétés utilisées par nos agriculteurs dans la
production de pomme de terre de consommation.

Tableau VI : Caractéristique des variétés de pomme de terre (Anonyme ,2001 b)

Variétés Caractéristiques

-Origine génétique : S puntaxSVP.

-Tardive.

-Rendement excellent.

Mondial Tubercule oblong jaune, a germes allongés de couleur violet —
claire a la base, avec2-3 germes /tubercule.

-Calibre de tubercules : 35/55mm.

-Origine d’importation : Hollande.

-origine génétique : UrgentaX Depesche.

-Moyenne a demi tardive

Désirée -Rendement bon

-Tubercules oblongs assez réguliers, peau rouge, chair jaune.

-Origine d’importation : Z.P.C (Pays Bas).

1-2 Olivier :

Pour cette espéce nous avons utilisé la variété Sigoise. La variété Sigoise, connue aussi
sous le nom d’olive de Tlemcen, de Zitoun beldi et de picholine marocaine est originaire de la
région de Sig d’ou elle tire son nom. Elle constitue 20% de I’oliverie algérienne. C’est une

variété a double fins (conserve et huile) possédant un fruit assez gros, tres riche en huile, c’est

une variété auto fertile.
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2-Les milieux de culture :

Afin de déterminer les conditions nutritives les plus favorables a la croissance des
explants nous avons choisi les milieux : MS (Murashige et Skoog, 1962), B5 (Ganborg et al .,
1968), KNOP et WHITE.

Les constituants principaux de ces milieux sont I’eau ionisée et les sels minéraux qui se
répartissent en deux groupes, les macroéléments (N, P, K, S, Mg, Ca) et micro-éléments (Fe, B,
Mn, Zn, Cu, N, Co, Mo, I).

La source de carbone est le saccharose et dans ces milieux, on trouve les vitamines, les
acides aminées, les régulateurs de croissance et on réalise la solidification a 1’aide de I’ Agar.

Tableau VII1 : Constituants du milieu MS (Murashige et Skoog, 1962).

Ingrédients Solution mére Mg/l V,O [ume de
prélevement
NH4NO3 1650
KNO; 1900
Macroéléments CACL,.2H,0 440 50mi
MgSO,.7H,0 370
KH,PO4 170
MnSO4H20 22.3
ZnSQO,7H,0 8.6
H3BO3 6.2
Micro-éléments KI 0.83 10ml
Na,Mo00,4.2H,0 | 0.25
CuS0O,5H,0 0.025
CoCl,6H,0 0.025
Na,EDTA 37.3
Fe -EDTA FeSO. 7H,0 278 10ml
Ingrédients Solution meére Vp[ume de
Mg/100ml prélevement
Glycine 0.2
Acide
Vitamines et Nicotinique 0.5
acides amines Pyridoxine.HCI | 0.5 10ml
Thiamine HCI 0.1
Myo-inositol 100
Sucre Saccharose 30000Mg/L 30000mg
Agar Agar 8y/l 8¢

=24




Tableau 1X : Constituants du milieu B5 (Gamborg et al 1968).

Volume de

Ingrédients Solution mere Mg/l orélevement
KNO; 2500
CACL;,.2H,0 150
Macroéléments (NH4)2.S0, 134 50ml
MgS0O,7H,0 250
NaH2PO4.H20 150
MnSO4H20 10
ZnS0O,4 7H,0 2
H3BO;3 3
Micro-éléments K 0.75 sml
Na;Mo00,4.2H,O | 0.25
CuSO,45H,0 0.025
CoCl, 6H,0 0.0125
Na,EDTA 37.3
Fe -EDTA FeSO, 7H,0 27.8 sml
- Solution meére Volume de
Ingrédients Mg/100m| prélevement
Acide 1
o Nicotinique 1
;/C?jglgfnsiﬁ;s nyido?(ine.HCI 10 5ml
Thiamine HCI 100
Myo-inositol 1
Sucre Saccharose 20000Mg/L 30000mg
Agar Agar 89/l 8mg

Tableau X : Les constituants du milieu WHITE (Gautheret ,1959).

Volume de

Ingrédients Solution mere Mg/l -
prélevement
Ca (Nos)2.4H,0 | 288
KNO3 80
- MgS0,.7H,0 737
Macroéléments NaH,PO, 19 100ml
Na,SO, 200
KCI 645
Fez(SO4)3 2.5
H3BO3 15
Micro-éléments | KI 0.75 10ml
ZnS0,4.4H,0 2.2
MnS0O,.4H,0 6.7
Ingrédients Solution mere Volume de
Mg/100ml prélevement
Glycine 20
Acide 5
Vitamines et nicotinique 10ml
acides amines Pyridoxine-HCI |5
Thiamine-HCI 1
Myo-inositol 1
Sucre Saccharose 30000mg 30.000mg
Agar Agar 08g 89
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Tableau XI: Composition du milieu KNOP (Gautheret ,1957).

Ingrédients Solution mére Mg/l Vp I\ume de
prélévement
Ca (No3)2.4H,0 | 1000 100ml
KNO; 250
Macroéléments MgS0O,.7H,0 250
KH,PO, 250
H3BO; 1 10ml
KI 0.01
Micro-éléments ZnS0,4.4H,0 1
MnS0O,4.4H,0 0.1
Cu So04.H,0 0.03
- Solution mére Volume de
Ingrédients Mg/100ml prélévement
Glycine 20
Acide
o nicotinique 5
;/clggglgfr?ineés Pyridoxine- 5 10ml
HCL
Thiamine-HCL |1
Myo-inositol 1
Sucre Saccharose 30000mg 30.000mg
Agar Agar 08g 89

2-1 Préparation des solutions méres des milieux de culture :

2-1-1 Préparation de la solution mere de macro-élements :

Elle consiste a :

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

Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (A) en chauffant légérement au besoin;
Transférer la solution dans un flacon de Lllitre et compléter a llitre avec I’eau
distillée;

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

2-1-2 Préparation de la solution mere de micro-éléments :

La préparation de la solution mere consiste a :

Verser 600 ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 1L;

Peser et dissoudre chacun des sels indiqués (B) en chauffant légerement au besoin;
Transférer la solution dans un flacon de 1litre et compléter & llitre avec I’eau
distilleé;

Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.
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2-1-3 Préparation de la solution mere de Fe-EDTA :

Elle consiste a :
= Verser 600 ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 1L;
= Ajouter quelques gouttes de NaOH et chauffer jusqu’a ébullition;
= Couper la source de chaleur;
= Ajouter le Na; EDTA et mélanger jusqu’a dissolution;
= Ajouter FeSo4-7H,0;
= Transférer la solution dans un flacon de 1litre et compléter a llitre avec 1’eau

distillee;
= Identifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.
2-1-4 Préparation de la solution mere des vitamines :

La préparation de la solution mere consiste a :

=  Verser 70ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 100ml;

= Peser et dissoudre les vitamines indiquées (D);

= Transférer la solution dans un flacon de 100ml et compléter a 100ml avec 1’eau
distillée;

= |dentifier le flacon puis le ranger au réfrigérateur.

2-1-5 Préparation de la solution mére des hormones :

= Peser les régulateurs de croissance désirés et les dissoudre dans quelques gouttes
de solvant approprié;

= FEtendre avec un peu d’eau, vérifier ’état de solution et ajouter un peu de solvant
au besoin;

= Transférer la solution dans un flacon de 100 ml et compléter a 100 ml avec I’eau
distilléee puis le ranger au réfrigérateur (Tableau XII).

Tableau XII: Type de régulateurs de croissance et leur solubilité (Anonyme ,1999)

Les régulateurs Les solvants
Auxine (AIA) Et OH ou NaOH
Cytokinine (Kinitine) 1IN NaOH
Gibbérelline (GA3) Et OH
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2-2 - Stérilisation du milieu de culture :

A partir de la solution mére dont la préparation est citée ci dessus, on a pu préparer la
solution finale, avec les concentrations exigées, selon le protocole suivant :
= Verser approximativement 600 ml d’eau dé ionisée dans un bécher de 1I;
= Peser et dissoudre le saccharose en chauffant légérement au besoin;
= Ajouter le volume nécessaire de macroéléments, microéléments, FE-EDTA,;
= Ajuster le PH &5.7 £ 0.1 avec HCI (1N) ou NaOH (1N);
= Compléter a llitre avec 1’eau distillée;
= Chauffer puis ajouter I’Agar graduellement jusqu’a ce que le milieu devienne clair;
= -Verser dans des flacons pour faire la stérilisation.
La stérilisation de milieu de culture, est assurée par ’autoclave a une température de 120°
C, et une pression de 15 psi pendant 20 minutes, la technique de la culture in vitro exige cette
température, afin de s’assurer de la destruction des bactéries.
Pour la stérilisation de substances thermolabiles comme les vitamines, hormones et acides

amineés on utilise des pieces de filtration avec un papier filtre 0.22 micrometre stérile.

3 - La Stérilisation des instruments :

Tous les instruments métalliques (pinces, pointes, bistouris ...) ou verreries (Béchers, tubes
de culture, boites de Petris ...) sont enrobés avec du papier aluminium, et sont mis a 1’étuve a une
température de 170° a 200° C pendant 2 heures de temps.

Au cours des manipulations les instruments métalliques sont plongés dans I’alcool a 70%,

puis passés aux flammes du bec Benzen afin de briler 1’alcool.

4 - Sterilisation des explants :

Les cultures de tissus végétaux se heurtent a des problémes de brunissement a cause des
contaminations par divers agents (bactéries, champignons ...) ce qui exige I’utilisation de
solutions stérilisantes telles que 1’hypochlorite de calcium a 1% pour la pomme de terre, HgCl, a

1% aussi pour I’olivier et I’éthanol a 70%.

4 - 1 - Stérilisation des explants de pomme de terre :

Les explants sont des germes de tubercules de 0.5 a Icm qui sont stockés dans 1’obscurité
pendant un mois, la stérilisation de ces explants se fait selon le protocole suivant :
= Mettre les explants dans I’éthanol & 70% pendant 30 secondes;
= Mettre ces explants dans une solution d’hypochlorite de calcium a 1% pendant 15

minutes;
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= Rincer avec I’eau stérile 3 a 4 fois pendant 3 minutes ;
= Laisser les explants dans I’eau stérile jusqu’au repiquage dans les tubes.(Nowbuth et

LE ,2004)

4 - 2 - La stérilisation d’olivier :

Les explants proviennent d’une plante adulte. Se sont des microboutures de 1 cm, la
stérilisation de ces explants est réalisée selon le protocole suivant :
= Mettre les explants dans I’é¢thanol a 70% pendant 20 minutes;
= Mettre ces explants dans une solution de HgCl, a 1% pendant 5 minutes;
= Rincer avec ’eau stérile 3 a 4 fois pendant 3 minutes;
= Laisser les explants dans 1’eau stérile jusqu’au repiquage dans les

tubes.(Haichour,2002).

5 - Ensemencement des explants :

Avant de commencer la manipulation, on se lave les mains avec du savon suivi de
I’alcool a 70°. On prépare la hotte par stérilisation et la mise en marche de la ventilation. On
prépare tout le nécessaire et on laisse la hotte fonctionner pendant 30 minutes avant de
commencer 1’ensemencement des explants.

On ajoute les vitamines et les hormones filtrées au milieu de culture autoclavée, puis on
le coule dans les tubes de culture. On fait la stérilisation des explants sous la hotte selon la
nature de ’explant; on réduit la taille de chaque explant pour la pomme de terre (0.5 cma 0.8
cm); pour I’olivier (1cm).

Le repiquage des explants sur les milieux de culture est effectué a 1’aide de pince
stérilisée et prés de la flamme du bec bensen, tout en flambant 1’ouverture du tube avant et apres

I’opération sous la hotte.

6 - Incubation des explants :
6 - 1 - Dans les tubes :

Les conditions environnementales frequemment utilisées sont 20 a 28° C, sous la lumiere
fluorescente a raison de 16 heures jour /8 heures nuit pour une intensité utilisée de 1’ordre
de 300 lux.
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6 - 2 Acclimatation :

Les vitro plants developpés sur les milieux ont réussi & avoir un développement important
de la partie aérienne et la partie racinaire. Ils ont été transférés dans des pots contenant de la
vermiculite et du sable stérile.

Le premier arrosage est assuré par une solution nutritive sterile.

Les pots sont posés par la suite dans un dessiccateur ou I’on met dans sa partie inférieure
une quantité d’eau de robinet, pour créer une atmosphére humide, car les stomates des jeunes
vitro plants sont ouverts pendant la phase d’incubation.

L’arrosage est réalis¢é avec de 1’eau de robinet régulierement dés la deuxiéme semaine.
7 - Mesures et notation effectuées:

Les mesures effectuées sont de 1’ordre morphologique, on mesure la taille de la tige, le
nombre de feuilles, le nombre de racines, la longueur des racines aussi le taux de contamination;
et des mesures chimiques (le taux de protéines totales) par la technique de 1’électrophorése.

7 - 1 - Extraction des protéines totales :

L’extraction des protéines est réalisée a partir des feuilles fraiches des deux variétés
multipliées par les méthodes de multiplication (in vitro et in vivo) avec la technique
d’extraction suivante :

-prendre 20 mg des feuilles fraiches, les écraser dans un mortier, puis dans un eppendorf.

-Mettre 300ul de la solution d’extraction (solution A annexe 2), les vortex

- Mettre les eppendorfs dans une étuve pendant 2 heures a 60C°

-Centrifuger pendant 5 minutes a 8000 tours/minute

-déposer 40ulpar échantillon

- Séparation sur gel de polyacrylamide selon la technique de Laemelli SDS-PAGE ayant pour
caractéristiques :T=12% ,C =1.3%.

-fixation des protéines au TCA a 60%.
7-1-2 - Electrophorese :

Il s'agit d'une électrophorése monodimensionnelle en présence du sodium Dodécyl-
Sulfate sur gel polycrylamide (SDS-PAGE) selon la méthode de Laemmli (1970) .
7-1-2-1- Préparation des gels :

Dans la méthode de séparation par SDS-PAGE nous devons préparer deux types de gels :
Un gel de séparation qui permet de fractionner les différentes protéines et les sous unités
protéiques selon leurs poids moléculaires et un gel de concentration permettant de retenir les

impuretés et de tasser les protéines.
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Avant de préparer les gels on doit procéder au montage des cassettes aprés les avoir
nettoyées a I'éthanol. On les place I'une contre l'autre en les séparant avec deux espaceurs dont la
largeur est choisie.

% Le gel de séparation (running gel) :

Le gelest a T =12.8% et C = 0.9%. Ces dimensions sont de 180 x 160 x 1.5 mm. Il est
constitué d'acrylamide a 35% (P/V), de N-N'-Méthylen —Bisacrylamide a 2%(p/v), de Tris HCL
a PH = 8.8, de SDS a 10% et d'eau distillée. La réaction de polymérisation est catalyseée par
I'Ammonium persulfate (APS) a 1% (p/v) et le TEMED. Une fois tout les constituants mélanges
(les catalyseurs sont ajoutés en dernier lieu), il est coulé entre les cassettes (montées auparavant)
doucement pour ne pas faire de bulles jusqu'a un niveau deélimité sur la plaque pour laisser la
place au gel de concentration (a 4 cm de I'encoche). Ensuite, on coule une fine couche de butanol
pour égaliser la surface du gel et pour éviter son contact avec lair (pour faciliter la
polymérisation). Au bout de 30 a 45 minutes le gel prend, on se débarrasse du butanol et on
rince a l'eau distillée.

% Le gel de concentration (Stacking gel) :

Legelesta T =28%et C=1.4%, il a les dimensions de 180 x 40 x 1.5 mm, il est
constitué de la méme fagon que le gel de séparation avec une seule différence au niveau du Tris
HCL qui a un PH de 6.8. Le gel est coulé sur le gel de séparation, les peignes sont posés bien
centrées entre les cassettes et sans faire de bulles. Le gel prend aprés 45 a 60 minutes, les peignes
sont retirées soigneusement pour ne pas casser les puits. Enfin, on verse du tampon dans les
puits est on fait les dépéts.

% Le tampon d'électrophorese :

Le tampon de migration est constitué de glycine a 1.41% (p/v), de Tris a 0.3% (p/v) et de
SDS 4 0.1%.(p/v)

% La migration :

Apreés le dépdt des différents échantillons; la cuve d'électrophorése (bac inférieur) est
remplie a un niveau suffisant avec le tampon d'électrophorese.

Ensuite, le bac supérieur situé entre les deux plaques (bien serrées contre les joints pour
éviter les fuites) est rempli lui aussi avec le tampon jusqu'a ce que les faces supérieures des gels
immergées. Ensuite, ce dernier est placé dans la cuve d'électrophorese pour que les faces
inférieures des gels plongent dans le passage du courrant électrique. La migration est menée a
une intensité constante de 40 mA/gel.

% Fixation et coloration :

Apreés la sortie du front de migration (coloré en bleu), la migration est arrétée. Les gels
sont démoulés et récupérés dans des bacs en plastique puis recouverts avec une solution de
coloration. La solution de coloration est constituée d'un fixateur des protéines. Le TCA (acide
trichloroacétique) a 60% et d'une coloration, le bleu de coomassie R250. Les gels doivent étre
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maintenus en agitation pendant 24 heures pour éviter le dép6t du colorant. Apres ils sont
décolorés dans de l'eau.
% La lecture:
La lecture consiste a révéler la mobilité de chaque bande décelable, dans le gel .
8 - Analyse statistique :
Pour le traitement de nos résultats, nous avons utilisé des méthodes statistiques a savoir :
<> Analyse de la variance (ANOVA).
< Tests de Newman et Keuls (ppas).
<> Test T student.
Le programme informatique utilisé est le logiciel Minitab 13 et xlIstat2008.
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DISCUSSIONS



Résultats

| - La régénération des vitro plants de pomme de terre :

1.1 Nombre de feuilles :

La réponse au milieu de culture des microboutures de pomme de terre se manifeste lors
des premicres étapes de reprise par I’augmentation du nombre de feuilles néoformées.
Cette augmentation varie avec la variété en question et en fonction du milieu de

prolifération expérimenté.

1-1-1 Effet du milieu MS sur le nombre de feuilles des deux variétés :

12 ~

L DES
2 MON

1Al 7
0 Fa
7J 153 21J 401

variétés

Nombre de feuilles MS

Figure 6 : Effet du milieu MS sur le nombre de feuilles des deux variétés.

L’effet du milieu MS se manifeste par I’augmentation du nombre de feuilles chez les
deux variétés durant la période d’essai (figure 6).

En effet, le nombre de feuilles enregistré apres 7 jours, est en moyenne de 2.4 et 3.5
feuilles respectivement pour la variété Désirée et Mondial (planche 1ap).

Aprés 15 jours, on remarque une augmentation importante de formation de feuilles de
plus de 65% pour la variété Mondial et 91% pour la variété Desirée (planche 1, g).

Aprés 21 jours, le nombre de feuilles augmente encore (planche 1¢ 1 et atteint apres 40

jours 9.4 et 10.37 feuilles pour la variété Désirée et Mondial respectivement (planche 14, n.
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Planche 1.1- : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée)

durant toute la période d’essai dans le milieu MS
«aMON7J,bDES7J),cMON 15J, d DES 15 J»
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On remarque alors que la variété Mondial produit plus de feuilles que la variété Désirée.
Ceci est confirmé par le test T student a deux échantillons; 1l se dégage alors une différence
significative dans la formation de feuilles chez les deux variétés (tableau XIII).

Tableau X111 : Effet dutest T de Student a deux échantillons sur le nombre de feuilles des
deux variétés dans le milieu MS.

Variables Variétés Moyennes T obs p
Mondial 03.50
MS 7J 2.49 0.055 **
Désirée 02.40
Mondial 05.87
MS 15J 1.91 0.115 *
Désirée 04.60
Mondial 08.25
MS 21J 1.84 0.125 =*
Désirée 07.00
Mondial 10.38
MS 40J Décirée 0940 1.60 0.141

1-1-2 : Effet du milieu B5 sur le nombre de feuilles des deux variétés :

» 101
2 f—
= 8- =
o S =
o 6° o2 /2 |poes
T o = V2 VE
o " 4 = = = |zvon
5 = V2 V= V=
£ 21 &= == =
S = = ==
O N T T = T £ 1
7J 153 21J 40J
Variétés

Figure 6 : Effet du milieu B5 sur le nombre de feuilles des deux variétés.
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Planche 1.2 : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée)

durant toute la période d’essai dans le milieu MS
«e MON 21 J, f DES 21J, g MON 40 J, h DES 40J »
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La réponse des deux variétés au milieu B5 obéit a la méme réaction qu’en milieu MS,
¢’est-a-dire une augmentation du nombre de feuilles durant les quatre périodes d’essai (figure 7).
Nous avons enregistré les moyennes suivantes :

Aprés 7 jours, le nombre de feuilles compté est de 1.60 et 2.75 feuilles respectivement
pour la variété Désirée et Mondial (planche 2, p).

Le nombre de feuilles enregistré aprés 15 jours, est de 3.6 et 5.25 feuilles pour la variété
Désirée et Mondial respectivement (planche 2, g

Apres 21 jours, I’augmentation du nombre de feuilles atteint 5.85 et 7.25 feuilles pour la
variété Désirée et Mondial (planche 2¢ 7.

Apres 40 jours les moyennes touchent 7 et 8.57 feuilles respectivement pour la variété
Désiré et Mondial (planche 2 g n).

La variété Mondial a accusé les meilleures valeurs (nombre de feuilles) par rapport a la
variété Deésirée. Le test T de Student montre que ces differences entre les deux variétés sont

hautement significatives (tableau XIV).

Tableau XIV: Effet du test T de Student a deux échantillons sur le nombre

de feuilles des deux variétés dans le milieu B5.

Variables Variétés Moyennes T obs p

Mondial 02.75

B5 7J 2.89 0.016**
Désirée 01.60
Mondial 05.25

B5 15J 2.87 0.017**
Désirée 03.60
Mondial 07.25

B5 21J 2.61 0.026**
Désirée 05.80
Mondial 08.75

B5 40J 3.93 0.003**
Désirée 07.00
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Planche 2.1- : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée)

durant toute la période d’essai dans le milieu B5
«aMON7J,bDES7J),cMON 15J, d DES 15 J»
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1-1-3 : Effet du milieu WHITE sur le nombre de feuilles des deux variétés :
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Variétés

Figure 8 : Effet du milieu WHITE sur le nombre de feuilles des deux variétés.

Quand au milieu WHITE, il provoque I’augmentation, presque semblable qu’aux deux
milieux précedent pour les trois périodes 7,15 et 21 jours.

Cependant, les deux variétés se rejoignent, pendant la quatrieme période (figure 8).

Le nombre de feuilles des deux variéetes atteint apres 7 jours 1.4 et 2.12 feuilles pour la
variété Désirée et Mondial respectivement (planche 3; p).

Apres 15 jours le nombre de feuilles augmente et atteint 3.2 et 4.5 feuilles pour la variété
Désirée et Mondial (planche 3¢, ).

Aprés 21 jours, le nombre de feuilles augmente encore (planche 3¢ 5), et atteint aprés 40
jours 6.87 et 6.80 feuilles pour la variété Desirée et Mondial respectivement (planche 3¢, ).

Le test T de Student a deux échantillons dégage alors une différence hautement
significative dans la formation de feuilles chez les deux variétés exceptées apres 40 jours ou ’on

n’observe pas de différence entre la formation de feuilles chez deux variétés (tableau XIV).
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Planche 2.2 : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée)

durant toute la période d’essai dans le milieu B5
«e MON 21 J, f DES 21J, g MON 40 J, h DES 40J »
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Tableau XV : Effet detest T de Student a deux échantillons sur le nombre de feuilles
des deux variétés dans le milieu WHITE.

Variables Variétés Moyennes T obs. p

Mondial 2.12

WHITE 7J 2.64 0.039**
Désirée 1.40
Mondial 450

WHITE 15J 2.83 0.026**
Désirée 3.20
Mondial 5.87

WHITE 21J 2.69 0.052**
Désirée 5.00
Mondial 6.87

WHITE 40J -0.29 0.779
Désirée 6.80

1-1-4 : Effet du milieu KNOP sur le nombre de feuilles des deux variétés :

g O _
= 4 - :
23 3- ::r-"" ® DES
%52- f""/r = MON
o 1 - f"’
S o rs—N/ =0 i"':: |

40

7J 157 217

Variétés

Figure 9: Effet du milieu KNOP sur le nombre de feuilles des deux variétés.
Enfin, le milieu KNOP a I’exception de la deuxiéme phase entraine un effet semblable

aux autres milieux, c’est-a-dire une augmentation progressive du nombre de feuilles & la fin

d’essai (figure 9).
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Planche 3.1- : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée)
durant toute la période d’essai dans le milieu WHITE
«aMON7J,bDES7J),¢cMON 15J, d DES 15 J»
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Le nombre de feuilles le plus élevé est obtenu avec la variété Mondial avec un nombre
de 0.75 feuilles aprés 7 jours, 1.75, 3.00 et 4.37 feuilles pendant les périodes 15 ,21 et 40 jours
respectivement. Avec la variété Désirée suivantes :
0.40 ,1.60, 2.6 et 3.8 feuilles pendant

La variété Mondiale a accusé les meilleures valeurs de nombre de feuilles par rapport au

nous avons enregistré les valeurs

7, 15, 21 et 40 jours respectivement (planche 4).

Désirée. Le test T de Student montre que ces différences de nombre de feuilles entre les deux
variétés sont pas significatives a part dans 7 jours (tableau XVI).
Tableau XVI : Effet de test T de student a deux échantillons sur le nombre de feuilles des deux

variétés dans le milieu KNOP.

Variables Variétés Moyennes T obs
KNOP 7J '[\)/'é‘;?:jéi:' 8:;2 1 0.341*
KNOP 15 '[\)/'éos?fé'j' igg 0.51 0.626
KNOP 21 '[\)"éos?féf:' 2:28 0.77 0.665
KNOP 40J '[\)/'é‘;?g'j' ;‘:2(7)5 1.38 0.670

1.2 La longueur des tiges :

Une des réponses des microboutures de pomme de terre au milieu de culture est

I’élongation des tiges. Cette derniére est variable selon la variété et le milieu.

Il faut remarquer que la longueur initiale (lp) des explants est composeé dans les mesures

qui suivent.

1-2-1- Effet du milieu MS sur la longueur des tiges des deux variétes :

12 -

=
o
1

MS

Longueur des tiges

2 |
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MON

7)

15]

21

variétés

Figure 10 : Effet du milieu MS sur la longueur des tiges des deux variétés.
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Il se traduit par 1’élongation des tiges des deux variétés durant la période d’essai
(figure 10).

La longueur des tiges comptée aprés 7 jours est de 0.82 et 1.34 cm pour la variété
Désirée et Mondial respectivement (Planche 1,p).

Apres 15 jours la longueur des tiges atteint 2.06 et 3.02 cm dans 1’ordre pour les deux
variétés Désirée et Mondial (Planche 1 4. Cette croissance est arrétée aprés 40 jours a des
longueurs de 6.96 et 9.57 cm pour les deux variétés Désirée et Mondial (Planche 14p).

La longueur des tiges la plus élevée est obtenue avec la variété Mondial. Le test T de
Student montre que les différences d’élongation des tiges des deux variétés sont trés hautement
significatives (tableau XVII).

Tableau XVII: Effet detest T de Student a deux échantillons sur la longueur des

tiges des deux varietes dans le milieu MS.

Variables Variétes Moyenne T obs p

MS 73 Mondial 1.38 451 0.0015*
Désirée 0.82 ' '

MS 15 Mondial 502 4.34 0.005***
Désirée 2.06 ' '

MS21J Mondial 0.12 4.44 0.001***
Désirée 4.24 ' '
Mondial 9.575

MS 40J — 6.22 0.000%**
Deésiree 6.960

1-2-2-Effet du milieu B5 sur la longueur des tiges des deux variétés :

B DES
B8 MON

Longueur des tiges
B5

7i  15j 21j 40j

Variétés

Figure 11: Effet du milieu B5 sur la longueur des tiges des deux variétés.
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Planche 3.2 : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée)

durant toute la période d’essai dans le milieu WHITE
«e MON 21 J, f DES 21J, g MON 40 J, h DES 40J »
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La méme observation est faite pour les deux variétés c’est-a-dire : élongation des tiges
durant la période d’essai, avec des valeurs moins importantes qu’avec le milieu MS (figure 11).

Les longueurs des tiges les plus élevées sont obtenues avec la variété Mondial et elles
sont de 1.06 cm aprés 7 jours 2.36 cm aprés 15 jours, 3.82 cm apres 21 jours et finalement de
6.23 cm apres 40jours. Chez la variété Désirée ces longueurs sont : 0.74, 1.68, 2.9 et 5.24 cm
pour les périodes 7 — 15— 21 — 40 Jours (planche 2).

L’analyse statistique par le test T de Student a deux échantillons a révélé qu’il y a des
différences hautement significatives entre les deux variétés dans 1’¢longation des tiges (tableau
XVII).

Tableau XVIII : Effet de test T de Student a deux échantillons sur la longueur des tiges des

deux variétés dans le milieu B5.

Variables Variétes Moyenne T obs p

Mondial 1.06 -
B57J Désirée 0.74 2.16 0.056

Mondial 2.36
Désirée 1.68
Mondial 3.82 -
B521J Désirée 590 4.34 0.051

Mondial 6.23

**
BS5 40J Désirée 5 o4 2.57 0.028

2.26 0.065**

B515J

1-2-3 - Effet du milieu WHITE sur la longueur des tiges des deux variétes :

o 6-
2 5
(7]
k4 o4 B DES

3
~ T -
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-
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o 0
—

7] 15 21 40 j
Variétés

Figure 12 : Effet de milieu WHITE sur la longueur des tiges des deux variétés.
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Planche 4.1- : la croissance de vitro plants de pomme de terre (Mondial et Désirée) durant
toute la période d’essai dans le milieu KNOP a MON 7 J, b DES 7J, ¢ MON 15J, d DES 15
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La figure (12) montre que pour le milieu WHITE les deux variétés répondent de la méme
maniere au 7 jours Cette réponse est légerement en faveur de la variété Mondial avec les valeurs
suivantes 1.30 et 1.22 cm respectivement.

Au 21 jours la différence d’élongation des tiges se creuse toujours en faveur de la variété
Mondial.

Les différences les plus grandes entre les deux variétés sont enregistrées apres 40 jours
dans ce milieu par apport aux autres milieux, malgré que les longueurs atteintes sont moins
importantes que dans les deux milieux (MS et B5) (planche 3).

On remarque alors que la taille de la variété Mondiale est plus développée que celle de
la variété Désirée. Ceci est confirmé par le test T de Student a deux échantillons, il se dégage
alors une différence hautement significative dans la longueur de tige des vitro plants chez les
deux variétés a 40 jours (tableau XIX).

Tableau XIX : Effet de test T de Student a deux échantillons sur la longueur des tiges des deux

variétés dans le milieu WHITE.

Variables Variétes Moyenne T obs p
Mondial 0.87
WHITE 7J — ,I -0.07 0.946
Désirée 0.88
Mondial 1.30
WHITE 15J — 0.59 0.571
Désirée 1.22
Mondial 2.60
WHITE 21J —— 0.87 0.514
Désirée 1.44
Mondial 5.70
WHITE 40J o 4.98 0.002***
Désirée 4.020
1-2-4 -Effet de milieu KNOP sur la longueur des tiges des deux variétés
S
> 3.5 -
X 34
O 25 4
o
,U:) 2 B DES
L 15 - MON
5 1- ’
2 o L
o T T T 1
-
7] 15 21
Variétés

Figure 13: Effet du milieu KNOP sur la longueur des tiges des deux variétés.
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Planche 4.2- : la croissance de vitro plantes de pomme de terre (Mondial et Désirée) durant
toute la période d’essai dans le milieu KNOP e MON 21 J, f DES 21J, g MON 40 J, h DES 40
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Le milieu KNOP est le moins favorable au développement des explants. Il a donné des
valeurs trois et deux fois moins importantes que les milieux (MS et B5) (figure 13).

La longueur des tiges notée aprés 7 jours est de 0.54 et 0.81 cm pour les deux variétés
Désirée et Mondial (planche 4 ;).

Apres 15 jours nous avons enregistré une augmentation d’¢longation relativement trés
importante et la taille des tiges atteinte est de 1.10 et 1.27 cm respectivement pour la variété
Désirée et Mondial (planche 4 ).

Apres 21 jours, la taille des vitro plantes comptée est de 1.62et 2.07 cm pour la variété
Désirée et Mondial dans I’ordre (planche 4 ¢¢).

Finalement la longueur des tiges des deux variétés atteintes 2.66 cm pour la variété
Désirée et 29 cm pour la variété Mondial (planche 4 4, ). La variété Mondial est plus
productive que la variété Désiree, la difference entre les deux variétes est expliquee par le test T
de Student a deux échantillons ,le test T a signalé des differences significatives et hautement
significatives entre la variété Mondial et Désirée (tableau XX).

Tableau XX : Effet detest T de Student a deux échantillons sur la longueur
des tiges de deux variétés dans le milieu KNOP.

Variables Variétes Moyenne T obs p

Mondial 0.813

KNOP 7J 1.12 0.289*
Désirée 0.54
Mondial 1.27

KNOP 15J 1.12 0.289*
Désirée 1.10
Mondial 2.07

KNOP 21J 3.44 0.018**
Désirée 1.62
Mondial 2.90

KNOP 40J 1.53 0.165*
Désirée 2.66

1.3 Nombre de racines :

L’enracinement c’est I’étape la plus importante dans la culture in vitro, car c’est 1’étape
qui assure la réussite de I’acclimatation, la réponse des vitro plants est différente selon la variété
et le milieu de culture utilisé. Le nombre de racine est tres varié d’un milieu a ’autre et d’une

variété a ’autre.
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1-3-1-1’effet du milieu MS sur le nombre de racines des deux variétés :
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Figure 14 : Effet du milieu MS sur le nombre de racines des deux variétés.

L’analyse de I’histogramme (figure 14) montre que la variété Désirée produit plus des
racines que la variété Mondial, jusqu'a 21 jours, apres 40 jours, les deux variétés se rattrapent et
on a enregistreé les valeurs suivantes :

Apres7 jours le nombre de racines est de 3.75 et 4.40 racines pour les deux variétés
Mondial et Désirée et respectivement.

Aprés 15 jours nous avons enregistré une augmentation et le nombre atteint 4.62 et 5.40
racines respectivement pour la variété Mondial et Désirée.

Aprés 21 jours, le nombre de racines des vitro plants compté est 5.12 et 5.60 racines pour
la variété Mondial et Désirée dans I’ordre.

Aprés 40 jours nous n’avons pas remarqué de changement dans le nombre de racines de la
variété Désirée; La variété Mondial forme 6.62 racines (planche 1).

La différence entre les deux variétés est expliquée par le test T de Student a deux
échantillons (tableau XXI), il a signalée des différences significatives entre les deux variétés,

apres 40 jours on n’observe pas des différences entre les deux variétés.
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Planche 05 : La chambre de culture

-

Planche 06 : la multiplication des vitro plants
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Tableau XXI : Effet de test T de Student a deux échantillons sur le nombre de racines des
deux variétés dans le milieu MS.

Variables Variétés Moyenne T obs p

Mondial 3.75

MS 7J - -1.48 0.171*
Désirée 4.40
Mondial 4.62

MS 15J - -1.35 0.225*
Désirée 5.40
Mondial 5.12

MS21J — -0.96 0.367*
Désirée 5.60
Mondial 5.62

MS 40J — 0.05 0.962
Désirée 5.60

1.3.2 Effet du milieu B5 sur le nombre de racines des deux variétés :

B DES
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7J 15J 21J 40J

Variétés

Figure 15 : Effet du milieu B5 sur le nombre de racines des deux variétés.

Les résultats illustrés dans la figure 15 montrent que la variété Désirée forme plus des
racines que la variété Mondial pendant les deux périodes 7 et 15 jours, ainsi que le nombre de
racines formees est de 3.00 et 4.00 racines chez la variété Désirée et 2.88 et 3.88 racines chez la
varieté Mondial.

Aprés 21 jours on remarque une augmentation importante du nombre de racines chez les
deux variétés. Les valeurs enregistrées sont respectivement de 4.63 et 4.2 racines chez la variété
Mondial et Désirée. Les deux variétés se rejoignent apres 40 jours avec les valeurs suivantes :
4.75 et 4.8 racines.

Le test T de Student montre que ces différences de nombre de racines entre les deux

variétés ne sont pas significatives excepté a 21 jours (tableau XXII).
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Tableau XXII: Effet de test T de Student & deux échantillons sur le nombre de racines des
deux variétés dans le milieu B5.

Variables Variétés Moyenne T obs p
Mondial 2.88
B57J Désirée 3.00 -0.25 0.811
B51 Mondial 3.88 0.22 0.832
o1 Désirée 4.00 e '
Mondial 4.63
g 449*
BS 21 Désirée 4.20 0.79 0.449
B5 40J Mondial 4.5 011 0.915
Désirée 4.80

1.3.3 Effet du milieu WHITE sur le nombre de racines des deux variétés :
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]
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Figure 16 : Effet du milieu WHITE sur le nombre de racines des deux variétés.

Avec le milieu WHITE le comportement des deux variétés est le suivant : (figure 16) :

Apres 7 jours, le nombre de racines compté est de 2.25 et 2.40 racines pour la variété
Mondial et Désirée.

Apres 15 jours, les deux variétés se rejoignent avec un nombre de 3.40 et 3.63 racines
pour la variété Mondial et Désirée.

A 21 jours, les résultats obtenus sont voisins chez les deux variétés. Le nombre de racines
noté aprés 40 jours est de 4.13 et 4.67 racines pour la variété Mondial et Désirée (planche 3).

On remarque alors que la variété Désirée produit plus de racines que la variété Mondial

dans ce milieu bien que le test T de Student ne donne pas de différences (Tableau XXIII).
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Planche 08

: L’acclimatation de la variété Mondial
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Tableau XXII11 : Effet test T de Student a deux échantillons sur le nombre de racines des deux

variétés dans le milieu WHITE.

Variables Va_riétés Moyenne T obs p
WHITE 7J '[\)/'é(;?rdé':' ;ig -0.34 0.740
WHITE 15 '[\)Aéos?ifjl gjg 0.36 0.731
WHITE 21 '[\)/'éos?i':' g;g 011 0.914
WHITE 40J '[\)/'é‘;?fé'jl jé? -0.83 0.431

1.3.4 Effet du milieu KNOP sur le nombre de racines des deux variétés :
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Variétés

Figure 17 : Effet du milieu KNOP sur le nombre de racines des deux variétés.

Les résultats illustrés dans la figure (17) montrent que le nombre de racines augmente
durant les 40 jours et que la variété Désirée est plus productive que la variété Mondiale exceptée
a7 jours.

En effet, aprés 7 jours les vitro plants sur le milieu KNOP produisent 1.60 et 2.12 racines
pour la variété Désirée et Mondial.

Aprés le nombre augmente et atteint 2.37 et 2.6 racines pour la variété Mondial et Désirée.
Le nombre de racines atteint aprés 40 jours 3.12 et 3.6 racines respectivement pour les deux
variétés Mondial et Désirée (planche 4).

Le test T de Student a révélé qu’il y a des différences significatives entre le nombre de
racines dans le milieu KNOP (tableau XXIV).
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Tableau XXI1V : Effet de test T de student a deux échantillons sur le nombre de racines des
deux variétés dans le milieu KNOP.

Variables Variétés Moyenne T obs p
Mondial 2.12

KNOP 7J N 1.37 0.201*
Désirée 1.60
Mondial 2.375

KNOP 15J — -0.55 0.492*
Désirée 2.60
M ial 2.75

KNOP 21J ondia -1.86 0.193*
Désirée 3.40
M ial 3.12

KNOP 40J ondia 1.42 0.188*
Désirée 3.60

1.4 Longueur des racines :

La longueur des racines des deux variétés varie selon la variété d’une part et le milieu de
culture d’autre part.
Cette variation explique I’effet de milieu et du génotype sur la longueur des racines qui

assurent la bonne alimentation des vitro plants.

1.4.1 Effet du milieu MS sur la longueur des racines des deux variétés :

@ DES
& MON

O R, NWHMou oo~
T T TR SR SN TR S

Longueur de racines B5

73 1537 207 407

Variétés

Figure 18 : Effet du milieu MS sur la longueur des racines des deux variétés.

L’examen des résultats exprimés a la figure 18 montres que la longueur des racines se
développe durant les 40 jours et que les meilleures longueurs de racines sont obtenues :

Dans 7 jours avec la variété Désirée a une moyenne de 1.16 cm, mais aprés 15 jours nous
avons remarqué un vrai développement de la longueur des racines de la variété Mondial et ce
dernier atteint 3.11 et 2.1 cm pour la variété Désirée.

Apres 21 jours la variété Mondial enregistre la plus grande croissance avec 6.18 et 4.16

cm pour la variété Mondial et Désiré dans 1’ordre.
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Apreés 40 jours les longueurs des racines sont arrivées a 7.08 et 6.00 cm pour la variete
Mondial et Désirée.

L’analyse de la différence entre les deux variétés par le test T de Student indique un
effet tres hautement significatif du milieu sur la longueur des racines des deux variétés durant
toutes les période d’étude. (Tableau XXV).

Tableau XXV : Effet de test T de Student a deux échantillons sur la longueur des racines des

deux variétés dans le milieu MS.

Variables Variétés Moyenne T obs p
MS 7J E)A:sr:g;: I 2:%5 -1.01 0.005%**
MS 15J '[\)/I;r:s;zl zié 4.86 0.002%%*
MS 21 '[\)/Igs?:jélz I 2:12 9.56 0.000***
MS 40] '[\)A;sr::je:: I Z:gg 3.34 0.029%*

1.4.2 Effet du milieu B5 sur la longueur des racines des deux varietés :.

4 - = DES
3 - = MON

| Ehwm RN
7J

157 20J

Longueur de racines B5

Variétés

Figure 19 : Effet du milieu B5 sur la longueur des racines des deux variétés.

Le méme phénomene est observé en milieu B5 qu’en milieu MS c’est-a-dire qu’au
démarrage la variété Désirée développe une longueur légérement importante que Mondial; Par
suite c’est la variété Mondial qui enregistre les longueurs les plus grandes (figure 19).

On peut dire qu’il y a un meilleur repris de la variété Désirée par apport & la variété
Mondial.

Le test T de Student a deux échantillons, montre des différences hautement significatives

entre les deux variétés cultivées dans le milieu B5 (Tableau XXV1I)
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Tableau XXVI1 : Effet de test T student & deux échantillons sur la longueur des racines des

deux variétés dans le ce milieu.

Variables Variét_és Moyenne T obs p

B57J '[\)/'é‘;?if:' 8;22 -2.94 0.022%*
B5 15 '[\)/'éos?if:' i:gg 3.18 0.019%*
B521J '[\)/'éos?rdéf:' g:gg 1.40 0.025%*
B540J '[\)"éos?fé':" g:ig 3.29 0.009%**

1.4.3 Effet du milieu WHITE sur la longueur des racines des deux variétes :

B DES
MON

Longueur de racines
WHITE

73 153 203 403

Variétés

Figure20 : Effet du milieu WHITE sur la longueur des racines des deux variétés.

La culture des explants dans le milieu WHITE se traduit par une élongation des racines,
cette élongation presque la méme chez les deux varietes sauf apres 21 jours ou la variété Désirée
dépasse légerement 1’autre variété et les valeurs enregistrées sont indiquées dans les tableau
(XXVII).

Le développement des racines de la variété Désirée est plus important que celui de la
variété Mondial, mais le test T de Student a signalé que ces différences ne sont pas significatives
(tableau XXVI1).

Tableau XXVI : Effet de test T de Student a deux échantillons sur la longueur des racines des

deux variétés dans le milieu WHITE.

Variables Var_iétés Moyenne T obs p
WHITE 7J g'éos?g';' 8:228 -0.44 0.671
WHITE 15J g'éos?i';’“ i;gg -0.34 0.745

i 3.387
WHITE 21J g'éos?if' — -0.97 0.561
WHITE 40J g/'é(;?fé':' 1225 0.29 0.777
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1.4.4 Effet de milieu KNOP sur la longueur des racines des deux variéteés :.

1
L

Longueur de racines KNOP
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Figure 21 : Effet de milieu KNOP sur la longueur des racines des deux variétés.

La figure (21) montre que la longueur des racines ne différe pas d’une variété a I’autre a
part apres 40 jours ou on remarque une legere différence en faveur de la variéte Désirée et les
valeurs enregistrées sont au tableau (XXVIII) .

L’analyse de différence entre les deux variétés par le test T de student indique un effet
non significatif des variétés sur la longueur des racines dans le milieu KNOP durant toute la
période d’étude. (Tableau XXVIII).

Tableau XXVIII : Effet detest T de Student a deux échantillons sur la longueur des racines

des deux variétés dans le milieu KNOP.

Variables Variétes Moyenne T obs
Mondial 0.96
KNOP 7J Décirée 000 0.06 0.956
Mondial 2.10 0.951
KNOP 15) Désirée 2.13 -0.06
Mondial 4.20
KNOP 21) D asiree 108 0.12 0.903
KNOP 40J Mondial 2.93 -0.36 0.726
Désiréee

2 - La contamination de la pomme de terre :

Il faut remarquer qu’un certain nombre d’explants sont contaminés juste aprés leur
culture. On observe des colonies de différentes couleurs s’installer autour des explants a la
surface des milieux de culture dans les tubes, les colonies de couleur blanche dominent, suivies
par celles de couleur rose, ensuite les colonies de couleur bleu-vert ressemblants au Penicillium.

Nous avons pu déterminer un pourcentage de 15 % pour la variété Mondial et 20% pour la

variété Désirée.
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3 - Acclimatation :

La méthode d’acclimatation appliquée dans notre étude n’a pas donné de résultats
satisfaisants. En effet, les vitro plants meurent apres une semaine a dix jours aprés leur
transplantation; On remarque un affaiblissement de la tige particuliérement au niveau du sol,
puis le vitro plant verse et flétrit progressivement avant de mourir (planches 7,8).

Les plants développés dans le milieu MS semble résister mieux que celles développées

dans les autres milieux et on particulier le milieu KNOP.

4. L’électrophorése des protéines totales :

1 2

3

4

| = »
- M
-

¢ iy
" l

Figure 22 : Electrophoregramme des protéines totales des deux variétés

Tableau XXIX: diagramme

de pomme de terre.
1DInvivo2: M Invivo3:D Invitro4 : M In vitro

type des variétés de pomme de terre in vitro et in vivo.

N° bandes Mobilité / cm D In vivo M In vivo D In vitro M In vitro
01 0.5 1 1 1 1
02 1 1 1 1 1
03 1.2 1 0 1 0
04 1.4 1 1 1 1
05 1.8 1 1 1 1
06 2.6 1 1 0 0
07 2.8 1 1 1 1
08 3 1 0 0 0
09 3.1 1 0 1 0
10 4.2 1 1 1 1
11 45 1 1 1 1
12 4.8 1 0 0 0
13 5.1 1 1 0 0
14 5.5 1 1 1 1
15 5.6 1 0 0 0
16 5.8 1 0 1 0
17 6 1 1 1 1
18 6.1 1 1 1 1

1
(o))
e




% Calcule de I’indice de similarité IRS des groupes obtenus :

Afin d’évaluer la différence ou analogie entre les profils électrophorétiques des deux variétés
de différents origines et issus des deux méthodes de multiplication , IRS a été calculé pour deux
variétés cultivées pour les deux méthodes in vitro et in vivo.

L’indice de similarité a été calculé selon la méthode de Didio et al .,(1969) , en rapportant
I’indice de similarité absolu (IAS) au nombre total N des bandes.

L’AIS présente I’ensemble des bandes qui ne sont pas significativement différentes d’une

autre lorsqu’elles sont de méme mobilité.

IRS = 1AS / Nx100

Les valeurs de 'IRS sont rassemblées dans le tableau XXX.
Tableau XXX : Indices de ressemblance entre les diagrammes électrophorétiques des protéines

totales des deux variétés de pomme de terre (exprimés en %).

1 2 3 4
100 66 72 50 1
100 72 83 2
100 77 3
100 4
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Planche 09 : Le débourrement de la variété Sigoise dans les quatre milieux
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5 - La régénération des vitro plants d’olivier :

5—1 - Phase de caulogénese :

80% -

60% -
40% A
20%
w B MW
MS BS

WHITE KNOP
LES MILIEUX

TAUX DE
DEBOUREMENT

Figure 23 : Effet des différents milieux de prolifération
sur le taux de débourrement des explants d’olivier.

Les résultats obtenus (figure 23) montrent des réactions différentes du comportement des
explants suivant les milieux de proliférations.

En effet, pour I’entrée en activité des bourgeons axillaires les milieux MS et BS se sont
montrés globalement les plus réactifs par rapport aux deux autres milieux WHITE et KNOP qui
car le débourrement des bourgeons dans les milieux MS et B5 a été observé pendant la
troisiemes semaine avec un pourcentage de 65 - 75% et apres 5 semaines pour les milieux KNOP
et WHITE avec un pourcentage de 20- 40% respectivement (Planche9).

Aprés six semaines les bourgeons se développent en jeunes pousses feuillées sur les
milieux B5 et MS additionnées de kinétine (2 mg/l) (planche 10).

5-2-Phase de rhizogénese :

On n’a pas obtenu des résultats dans cette phase a cause de la difficulté d’enracinement

de microboutures d’olivier.

6- La contamination d’explant d’olivier :

Malgré la désinfection du matériel végétal avec I’Ethanol, HgCl, et ’eau stérile le taux

de contamination était trés élevé de 32%.
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Planche 10 : La formation de deux feuilles de la variété Sigoise dans les milieux
BS5 et MS
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Discussion générale

Le suivi de la croissance de vitro plants de pomme de terre, des deux variétés Désirée et
Mondial sur les quatre milieux de prolifération MS, WHITE, B5 et KNOP a révélé des
différences relativement importantes entre les longueurs des tiges (P<0.001) de ces variétés dans
ces milieux de culture (annexe 1 cd).

La reprise dans le milieu MS est trés réussie, la majorité des explants ont marqué une
reprise importante dans toutes les périodes et surtout entre 15 a 21 jours, avec une croissance de
0.36 a4 0.51 cm/jour pour la variété Desirée et Mondial (tableau XXXI), les meilleurs valeurs de
longueur des tiges sont obtenues aprés 40 jours et elles sont de 6.96 et 9.75 cm respectivement
pour les deux variétés. Ces valeurs rejoignent les résultats de Nowbuth et al. (2005) qui ont
trouvé que la taille des vitro plants atteint 8.9 + 5cm apres 40 jours de culture.

Les mémes remarques sont observées pour les trois autres milieux (B5, WHITE et
KNOP). Nous avons enregistré une bonne croissance dans la période de 15 a 21 (tableau
XXXI).

Tableau XXXI : la vitesse de croissance des tiges des deux variétés dans les quatre milieux.

Milieux variétés 0J 7J 15J 21J 40J
NB|Cm\j|] NB]Cm\j] NB|Cm\j| NB |Cm\j|] NB | Cm\j
MS Mondial | 0.5 \ 1.3810.125] 3.02 | 0.20 | 6.12] 0.51 | 9.57 | 0.19
Désirée | 0.5 \ 0.82| 0.04 | 2.06| 0.15 | 424 0.36 | 6.96 | 0.14
BS5 Mondial | 0.5 \ 1.06] 0.08 | 2.36 | 0.16 | 3.82] 0.24 | 6.23 | 0.12
Désirée | 0.5 \ 0.74] 0.03 | 1.68 | 0.11 | 290 | 0.20 | 5.24 | 0.12
WHITE Mondial | 0.5 \ 0.87 | 0.05 | 1.30| 0.05 | 2.60| 0.21 | 5.70 | 0.16
Désirée | 0.5 \ 0.88| 0.05 | 1.28 | 0.04 | 1.44] 0.20 | 4.02 | 0.15
KNOP Mon_dial 0.5 \ 0.81| 0.04 | 1.27 | 0.05 | 2.07 | 0.12 | 2.90 | 0.04
Désirée | 0.5 \ 0.5410.005] 1.10 | 0.05 | 1.62 | 0.08 | 2.66 | 0.07

La différence entre la longueur des tiges de la méme variété dans les quatre milieux de
prolifération peut étre expliquée par la différence entre les concentrations des éléments minéraux
qui les constituent. Cette différence est expliquée par Brhadda et al.(2003) beaucoup plus par la
teneur en azote et potassium.

La bonne élongation des tiges dans le milieu MS est le résultat de la présence de N avec
des concentrations importantes, cet élément chimique est le constituant fondamental des matiéres
vivantes. La présence de K joue un role dans I’élongation des tiges et la production des
matiéres vivantes comme il est signalé par Skirfdj,(2007).

Cabeche (1987), a évoqué le réle trés important du rapport azote/hydrate de carbone dans
le contrdle de la biosynthése des régulateurs de croissance dans les tissus indifférenciés chez
Nicotiana plumbaginifolia (Viviani) et a signalé que les nitrates assurent d’autres fonctions

encore inconnues dans la morphogenése et comme nous avons assuré le carbone avec les mémes
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Discussion générale

concentrations dans les quatre milieux, on peut dire que c’est la concentration du nitrate qui a
donné cette différence.

La diminution de N et K dans les autres milieux et surtout KNOP se traduit par une faible
élongation des tiges des deux variétés.

L’élongation la moins importante des tiges a ¢été observée avec le milieu KNOP, se
résultats ressemblent & ceux obtenues chez le Fraisier par Daniano, (1981), Zuccherelli,
(1979) et Shoemaker et al ., (1985), pour augmenter la taille des explants Daniano, 1981) ont
ajouté a la solution de KNOP du Nitrate de potassium avec des concentrations du 2 a 14 mM, de
méme Zuccherelli, (1979) ont augmenté la concentration du nitrate de potassium jusqu’a
1000mg/l. Shoemaker et al ., (1985) lors de leur étude sur la susceptibilité des plantes issues de
la micropropagation des variétés de fraisier ‘Tribute’ et ‘Raritan’ au Phytophtora fragariae
Hick. Et Verticillium albo-atrum Reinke et Berthold, ont utilise la solution minérale de KNOP
additionnée de 1900 mg/l de nitrate d’ammonium. Skirfdj, (2007) a signale que le manque
d’azote présente une végétation chétive, rabougrie, naine et retardée et un manque de
K*provoque une réduction de la taille et un raccourcissement des entre —nceuds des tiges.

Sur le plan physiologique I’élongation des tiges est assurée grace a la présence de
Gibberelline, et comme nous avons assure la GA exogeéne avec la méme concentration, on peut
dire que c’est la différence entre la concentration de Gibbérelline endogéne qui est a ’origine
du faible développement des tiges parce que la déficience en N* provoque la diminution de GA
et Horst ,(1987) a expliqué la diminution de la tailles des vitro plants cultivés dans le milieu
KNOP par la déficience en N* qui augmente la concentration de 1’hormone ABA dans les tiges.
Chez la pomme de terre Chahet ,(2000) a signalé que le manque de N* provoque la diminution
de GA et augmentation de ABA au méme moment. Ceci explique la taille des tiges des deux
variétés dans les milieux WHITE et KNOP par rapport au milieux MS et B5.

Dans notre expéerimentation le test T de Studette a révélé des différences d’¢élongation des
tiges entre les deux variétés dans tous les milieux et pendant toutes les périodes d’études, ces
différences sont expliquées par la capacité de régénération de chaque variété, nous avons
remarqué que la variété Désirée a toujours donné les mauvaises longueurs. A ce moment, nos
résultats confirment ceux de Jarret et al., (1980); LE et al ., (1997) ,qui ont trouvé que la
Désirée possede une capacité moyenne de multiplication avec une taille réduite se qui explique
le retard de croissance de cette variété. L’¢lectrophorése mono dimensionnelle sur gel de
polyacrylamide en présence de Sodium Dodécyl Sulfate (SDS —PAGE) des deux variétés a
révélé des différences entre les génotypes, le calcule de IRS a indiqué un pourcentage de

similarité de 77 %, donc une différence de 23 %, on peut dire que cette différence est due a la
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différence des origines génétiques, parce que 1’origine de la variété Mondial est Spunta X SVP et
la variété Désirée est Urgenta X Depesche. Autran, (1973) signale qu’il y a une relation entre
I’héterogénetique électrophorétique des protéines et 1’origine génétique. L’origine géographique
également joue un réle dans cette différence.

Une des réponses aussi  des explants dans les quatre milieux est la formation de feuilles
avec leur nombres, nous avons trouvé qu’il y a des différences hautement significatives entre les
quatre milieux durant les quatre périodes de culture des deux variétés (tableaux a,b annexel).

Les meilleures valeurs sont obtenues avec le milieu MS suivie par celle de B5, WHITE et
finalement KNOP, les meilleurs pourcentages de formation de feuilles sont obtenus dans la
période 07 al5 jours pour les deux variétés (tableau XXXII).

Tableau XXXII: le pourcentage de nombre de feuilles des deux variétés dans les quatre

milieux.

Milieux | variétés 0J 7 15 21 407
NB| % | NB| % | NB % NB % NB %
MS Mondial | 0 \ | 350 \ |587]| 67.71 | 8.25| 40.00 | 10.38 | 25.69
Désirée 0 \ 1240 \ |460] 91.66 | 7.00 ] 52.17 | 9.40 | 34.28
B5 Mondial | 0 \ |275] \ |525] 90.00 | 7.25] 38.09| 8.75 | 20.08
Désirée 0 \ 1160 \ | 3.60]125.00| 5.80] 61.00] 7.00 | 20.65
WHITE Mon_dial 0 \ |212] \ | 450 112.12|5.87| 30.44| 6.87 | 17.03
Désirée 0 \ 1140 \ | 3.20]128.00| 5.00 ] 56.25| 6.80 | 36.00
KNOP Mon_dial 0 \ 1075 \ | 1.75]133.00| 3.00| 71.42 | 4.37 | 45.66
Désirée 0 \ 1040 \ | 1.60 | 300.00 | 2.60 | 62.00 | 3.80 | 46.15

Brhadda et al., (2003a) a étudié la corrélation entre la concentration des macro-éléments
avec le nombre de feuilles d’olivier, qui a donné une corrélation hautement significative positive
(0.94 et 0.95) avec les concentrations de N* et K*dans 1I’ordre, ce qui explique nos résultats .

Pennell, (1987) ont étudi¢ chez la variété Pantaguilla de fraisier ’effet des milieux de
culture MS, KNOP, B5 et HELLER, ils ont remarqué que si le milieu KNOP favorise
I’apparition des bourgeons le milieu MS donne au contraire un bon développement des
bourgeons axillaires, ce qui favorise la formation des feuilles. .

George, (1993) a expliqué "augmentation du nombre de feuilles, par la bonne élongation
des tiges.

Nous avons remarqué par ailleurs que le pourcentage du nombre de feuilles était élevé
dans la période 07 a 15 jours dans tous les milieux, ce qui favorise la photosynthése qui assure le
bon développement des vitro plants, ce qui explique ’augmentation de la vitesse de croissance

des tiges et racines des deux variétés dans la période 15 a 21 jours.
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La différence entre les deux variétés est due toujours a la différence génétique des deux
variétés.
Concernant le nombre de racines nous avons remarqué que c’est dans la premiére période
que la plante forme un nombre important des racines avec tous les milieux (tableau XXXIII).

Tableau XXXIII : le pourcentage de nombre de racines des deux variétés
dans les quatre milieux.

Milieux variétés 0J 7J 15J 21J 40J
NB| % | NB | % | NB % NB % NB %
MS Mondial | O \ | 3.75] \ | 462 ]23.20] 5.12]10.82 | 5.62 | 9.76
Désirée 0 \ | 440 ] \ | 5.40]22.70] 5.60 | 30.73 | 5.60 | 0.00
BS Mondial | O \ 12.88] \ | 3.88]3240]4.63]21.57] 4.75] 2.00
Désirée 0 \ | 3.00 ] \ | 4.00]33.33]4.20] 5.00 | 4.80 | 14.22
WHITE MoeriaI 0 \ | 225] \ | 3.63]60.08]3.75] 4.16 | 4.13 | 9.86
Désirée 0 \ | 240 | \ | 3.40]37.59] 3.83| 4.64 | 4.67 | 13.05
KNOP MoeriaI 0 \ | 212 ] \ | 237 ]11.79]2.75]21.09] 3.12 | 8.71
Désirée 0 \ | 160 ] \ | 2.60 | 62.00] 3.40 | 30.07 | 3.60 | 5.80

L’analyse de la variance de ’effet des milieux de culture sur le nombre de racine a
montré qu’il y a des différences trés hautement significatives entre le nombre de racine des deux
variétés dans ces milieux.

La domination de milieu MS est un résultat de présence de N et K avec des concentrations
importantes, nos résultats rejoignent ceux de Angebert et al ., (2001) qui ont trouvé que le
manque de N et K" donne des racines blanches et faibles avec un nombre réduit chez le cerisier .

Nous avons observé qu’il n y a pas une différence entre les longueurs des racines de la
variété Désirée, ceci est confirmé par I’analyse de la variance (tableau h annexe 1), et que la

vitesse de croissance était importante dans la période de 15 a 21 jours (tableau XXXIV).

Tableau XXXIV : la vitesse de croissance des racines des deux variétés dans les quatre milieux.

Milieux | variétés 0J - rJ - 15 - 2L - 40 -
NBJCm\j| NB |Cm\jJ] NB | Cm\j| NB | Cm\j | NB | Cm\j

MS Mondial | 0 \ 0.87| 0.12 | 3.11] 0.28 | 6.18 ] 0.51 | 7.08 | 0.05
Désirée | 0 \ 1.16 ] 0.16 | 2.10| 0.11 | 4.16| 0.34 | 6.00 | 0.09

B5 Mondial | 0 \ 0.67] 0.09 | 268 0.25 | 420 ] 0.25 | 6.13 | 0.10
Désirée | 0 \ 0.96| 0.13 | 1.80 | 0.10 | 3.38 | 0.26 | 5.10 | 0.09
Mondial | 0 \ 0.63| 0.09 | 1.71] 0.13 | 3.38 | 0.27 | 4.62 | 0.06
WHITE Désirée | O \ 0.68| 0.09 | 1.80| 0.14 | 3.60 | 0.30 | 4.50 | 0.04
Mondial | 0 \ 096 | 0.13 | 210 | 0.14 | 420 | 0.68 | 5.00 | 0.09

KNOP Désirée | O \ 095 0.13 | 2.30| 0.14 | 4.80| 0.30 | 5.00 | 0.10

Ce comportement est dii a la nature de la variété c’est-a-dire la variété Désirée a un

systéme racinaire bien développé de nature méme si les éléments minéraux ne sont pas
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suffisants, par contre 1’analyse de la variance de I’effet des milieux sur la longueur des racine de
la variété Mondial a révéle une différence significative et nous avons déja montre la différence
génétique entre les deux variétés; Aussi lorsque on fait la différence entre la longueur des
racines des variétés dans les deux milieux MS et KNOP on trouve qu’elle est moins importante
que la longueur des tiges ceci peut étre expliqué par la présence de phosphore P qui favorise la
bonne croissance des racines. Nos résultats rejoignent ceux de Margara, (1987) qui explique la
taille proche des racines dans les milieux MS et KNOP par la présence de P avec une quantité
importante dans le dernier milieu et la présence de N et K dans le milieu MS.

Aussi le milieu MS est caractérisé par le présence des teneurs élevées en ions K Mg
comparativement aux autres milieux testés, I’effet bénéfique de ces ions a signalé par certains
auteurs ( David et al ., 1978 ; Bormmau ,1983 et Margara,,1978). Ces ions sont connus pour
favoriser la croissance des plants.

Apres 40 jours nous avons fait la multiplication des vitro plants dans le but d’avoir un
nombre important de plantules. Ainsi la fragmentation d’un vitro plant nous a permis d’obtenir
cing nouveaux vitro plants, cette étape assure aussi I’augmentation de la taille des vitro plants et
la production de fortes plantules vigoureuses qui résistent a I’acclimatation. Nos résultats sont
dans le méme sens que ceux de Nawhbuth et al .,(2005) qui ont observé une augmentation de la
taille des vitro plants qui est passée de 8,9 £ 5cm a 12 + 5cm apres 15 jours de croissance.
Hennerty et al ., (1987 ),Hunter et al ., (1983)et  Zuccherelli,(1979) font le repiquage de
fraisiers chaque trois semaines pour les méme raisons.

Aprés avoir obtenu un nombre important des vitro plants nous avons essayé de les
acclimatés, mais cette opération n’a pas donné les résultats escomptés, car tous les vitro plants
transférés meurent apres une certaine durée, cette derniere semble liée a la variété, en effet la
variété Mondial vit plus longtemps que la variété Désirée dans les conditions d’acclimatation en
raison probablement de la vigueur de sa partie aérienne qui constitue le lieu de photosynthese, la
réussite de 1’acclimatation semble également liée au milieu de culture dans la mesure ou les vitro
plants multipliés dans le milieu MS vivent plus longtemps que ceux obtenus dans les autre
milieux. Ceci peut étre expliqué par I’effet des milieux sur la formation des feuilles qui assurent
la photosynthese des vitro plants et la continuation de la vie.

Le probléme d’acclimatation a été déja signalé pour la pomme de terre par Schwirzel et
al .,(1999) et Duong et al .,(2006 ) I’olivier Reimund et al .,(2004) et Merton et al .,(2007), le
pommier LE et Collet, (1991) et finalement le chataignier Abdelhamid et Kpfer ,(2004). Pour
tous ces chercheurs la cause de la perte de plantules au cours de ’acclimatation est la faible
photosynthése d’une part, d’autre part, Short, (1990) montre que la perte de vitro plants durant
la période d’acclimatation est due au flétrissement rapide de 1’appareil végétatif, ce qui explique
le flétrissement de nos plantules. Ce flétrissement est imputé d’une part a un manque de
formation de cire cuticulaire et épicuticulaire  d’aprés Fuchigami et al .,(1981) ,Sutter et
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Langhans ,(1982) et Sutter ,”1988) et d’autre part, a un fonctionnement stomatique défaillant,
ne permettant pas la fermeture correcte des cellules de garde selon Brainerd et Fuchigami
,(1982 ) et Wardle et Short , (1983).

Sur le plan anatomique Donnelly et al ., (1985) montrent que le collenchyme et le
sclérenchyme, sont moins importants que ceux des plants de serre. Pour faire face a ce probléeme
d’acclimatation Anderson, (1981) et Pennell, (1981) ont proposé d’augmenter la durée jusqu’a
quatre  semaines dans les dissicateurs. Alors que Shoemaker et al.,, (1985) et
Zuccherelli,(1979) préferent prolonger la période d’acclimatation jusqu’a 6 ou 7 semaines.

L’utilisation des protéines totale comme marqueurs biochimique pour marquer la sainteté
des plantes cultivées par voie in vitro, on les compare avec les méme variétés in vivo a été
également réalisée pour le pommier (Collet et al .,1991),Manganaris et Aiston ,(1993) et pour
la pomme de terre LE(1994).Cette étude est basée sur la nature des Micro-organismes ,selon
Maidigan et Mastinko ,(2007 ) les cellules des microorganismes sont constituée principalement
des protéines

IRS calculé a indiqué une similarité de 72% chez la variété Mondial et 83% chez la
variété Désiree .Le tableau (XXIX) a montré la présence des bandes (6, 8, 13,15) dans Mondial
in vivo absentent chez la méme variéte in vitro, et les bandes (6,13) dans la Désirée in vivo
absentent dans la variété in vitro et nous supposons que ces bandes correspondant aux protéines
provenant de micro-organismes exogenes.

Pour I’olivier les résultats obtenus dans la phase de caullogénése montrent des réactions
différentes de comportement des explants suivant les milieux de proliférations utilisés. La
réponse des bourgeons est hétérogene; En effet de nombreux auteurs ont constatés que certains
bourgeons sont plus productifs que d’autre, et que la variabilité des réponses peut étre du a la
I’endroit et la période des prélevements Collet et LE, (1987) ; Rugini et Caricato ., (1995) sur de
différents cultivars d’olivier ; Abousalime et al ., (1993) sur la variété Picholine ; Gracia et al .,
(2007) sur différents génotypes.

En effet pour I’entrée en activité des bourgeons axillaires les milieux MS et B5, se sont
montrés globalement les plus actifs par rapport aux deux autres milieux WHITE et KNOP car
le débourrement des bourgeons dans les milieux BS et MS s’est réalis¢ dans la troisieme
semaine les mémes résultats sont obtenus par Yakoub et al .,(2000) avec la variété Chemlale ;
Conciecad et al .,(2002) avec la variété Maderensis, par contre dans les autre milieux WHITE et
KNOP le débourrement s’est effectué aprés cinq semaines. Ces résultats confirment ceux de
Brhadda et al ., (2003) avec le classement suivant OM>MS >Miller>Knop.

La composition du milieu de mise en culture joue un rdle trés important dans
I’organogenese. L’effet d’un milieu de culture résulte de I’ensemble des interactions des

différents éléments qui le composent. Certains d’entre eux stimulent les processus du
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développement in vitro, d’autres, par contre, ont peu d’influence sur le débourrement (Thorpe,
1980 ; Rugini, 1986 ; Rugini, Caricato, 1995 ; Grigoriadou et al., 2002 ; Brhadda et al., 2003).

Apres six semaines les bourgeons se développent en jeunes pousses feuillées sur les
milieux B5 et MS additionnées de kinétine (2 mg/l) , Peixe et al .,(2007) ont obtenu ces résultats
mais dans trois semaines de culture, cette vitesse de multiplication est due au BAP et I'utilisation
de coconut water qui remplace la zeatine qui est la meilleure cytokinine pour I’olivier. La
croissance des microboutures c¢’est arrété a ce stade.

Quand a la deuxiéme phase rhizogénése, nous n’avons pas pu obtenu des résultats
favorables, pour des raisons inconnues, mais il semble d’aprés (Walali, 1993) que
I’enracinement in vitro de matériels végétales adulte est difficile et ce phénomeéne est commun a
d’autres especes ligneuses, fruiticres et forestieres.

I1 faut noté que dans I’étude présenté par Abousalim et al.,(2005) le matériel adulte n’a
pas développé de racines, quelles que soient I’auxine et la concentration utilisée.

Dans le cas de la nature de matériel juvénile, Rugini (1984) a rapporté que ’ANA a 1
mg/l est le plus efficace pour I’enracinement.

Dans notre étude nous avons utilisé I’AIA comme auxine, cette hormone a marqué
I’effet le plus faible d’enracinement dans les travaux de (Abousalim et al., 2005) méme avec un
matériel tres jeune.
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Conclusion
La grande importance des deux espéces dans I’alimentation a suscité leur étude par
I’utilisation de nouvelles techniques biotechnologique. Ainsi , les résultats obtenues dans notre
cas montrent que le milieu MS présente un taux de régenération trés élevé, apres 40 jours par
rapport aux autres milieux étudiés; Le milieu KNOP a présenté les valeurs les plus faibles .

En effet, la croissance est assurée par la présence de tous les sels minéraux et beaucoup
plus par les éléments de N' K™ et P.

En outre, la variété Mondial a donné le meilleur développement de la partie aérienne et la
variété Désirée la bonne croissance de la partie racinaire.

Les résultats d’acclimatation ne sont pas satisfaisants et la durée de vie la plus longue de
vie a été observée avec la variété Mondial dans le milieu MS. Donc c’est le milieu MS qui a
donné la meilleure croissance avec la variété Mondial.

Dans le but de confirmer la sainteté des vitro plants, I’utilisation de 1’¢électrophorése mono
dimensionnelle a révélé des différences entre les protéines totales des plants in vitro et in vivo et
nous avons supposé que les bandes en plus correspondent aux proteines de microorganismes
exogenes ce qui nous laisse penser a une production de plants sains.

Avec olivier les meilleures croissances sont obtenues avec les milieux MS et B5.

Suite a ces divers résultats il serait intéressant :

- D’améliorer la nutrition des plants in vitro et in vivo.

- De maitriser les conditions d’acclimatation.
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Liste des annexes

Annexe 1: L’analyse de la variance de croissance des deux variétés Mondiale et Désirée en
fonction des milieux.
Tableau 1a : L’analyse de la variance de la longueur de tige de la variété Mondial

en fonction des milieux

Sources DL SC CM F P
LT dans 7 jours 3 1.8984 0.6328 8.35 0.000***
LT dans 15 jours 3 17.578 5.859 46.76 0.000***
LT dans 21 jours 3 77.914 25.971 88.63 0.000***
LTdans40 jours 3 179.956 | 59.985 103.72 0.000***

Tableau (1b) : L’analyse de la variance de la longueur de tige de la variété Désirée

en fonction des milieux

Sources DL SC CM F P

LT dans 7 jours 3 0,3295 0,1098 5,17 0,011**
LT dans 15 jours 3 2.918 0.973 6.41 0.005***
LT dans 21 jours 3 18.028 6.009 36.81 0.000***
LTdans40 jours 3 179.956 | 59.985 103.72 0.000***

Tableau 1c : L’analyse de la variance du nombre des feuilles de la variété Mondiale

en fonction des milieux

Sources DL SC CM F P

NF dans 7 jours 3 32,594 10,865 25,62 0,000%**
NF dans 15 jours 3 79.344 26.448 37.26 0.000***
NF dans 21 jours 3 124.844 41.615 48.8 0.000***
NFdans40 jours 3 159.594 53.198 61.74 0.000***

Tableau 1d : L’analyse de la variance du nombre des feuilles de la variété Désirée

en fonction des milieux

Sources DL SC CM F P

NF dans 7 jours 3 10.150 3.383 7.96 0.002***
NF dans 15 jours 3 23.350 7.783 8.65 0.001***
NF dans 21 jours 3 51.80 17.27 17.27 0.000***
NFdans40 jours 3 79.200 26.400 42.24 0.000***
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Tableau (1e) : L’analyse de la variance du nombre des racines de la variété
Mondiale en fonction des milieux.
Sources DL SC CM F P
NR dans 7 jours 3 13.25 4.42 4.30 0.013**
NR dans 15 jours 3 21.00 7.00 6.43 0.002**
NR dans 21 jours 3 26.13 8.71 7.22 0.001**
NR dans40 jours 3 26.59 8.86 8.52 0.000***

Tableau (1f) : L’analyse de la variance du nombre des racines de la variété
Désirée en fonction des milieux.
Sources DL SC CM F P
NR dans 7 jours 3 20.95 6.983 19.95 0.000
NR dans 15 jours 3 20.950 6.983 8.22 0.002
NR dans 21 jours 3 13.776 4.592 4.87 0.013
NR dans40 jours 3 10.133 3.378 4.58 0.016

Tableau (10) : L’analyse de la variance de la longueur des racines de la variété

Mondiale en fonction des milieux.

Sources DL SC CM F P

LR dans 7 jours 3 0.5875 0.1958 4.33 0.013
LR dans 15 jours 3 9.223 3.074 10.44 0.000
LR dans 21 jours 3 34.12 11.37 10.16 0.000
LR dans 40 jours 3 21.83 7.28 5.12 0.006

Tableau 1h) : L’analyse de la variance du nombre des racines de la variété
Désirée en fonction des milieux.
Sources DL SC CM F P
LR dans 7 jours 3 0.583 0.194 1.93 0.562
LR dans 15 jours 3 0.533 0.178 0.36 0.785
LR dans 21 jours 3 2.20 0.73 0.63 0.606
LR dans40 jours 3 10.33 3.44 3.14 0.542
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Annexe 2 : les solution utilisées pour la SDS-PAGE

Solution d’extraction des protéines totales (solution A )

Tris Hel pH 6.8 1M
Glycérol 0.1M
Bromophénol 5%SDS 0.01M
Bétamercaptoénol 2%

Tampon d’électrophorese

Glycine 70.55¢
Tris (hydroxyméthyl amino Ethan ) 15¢

SDS 5¢

Eau distillée gsp 5000ml

Solution de coloration (pour deux gels)

TCA 60% 100ml
Solution mére de Bleu de coomassie 25ml
Eau distillée gsp 500ml

Solution mere de bleu de coomassie
Bleu de coomassie R250 10G

Ethanol 95° gsp 1000ml

L’éthanol doit étre mis en agitation dans I’éprouvette, avec un barreau aimanté. Le bleu de
coomassie est ensuite ajouté (sinon le bleu prend en masse au fond du contenant).Laisser en

agitation au moins deux heures, puis filtrer la solution
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Résumé :

Pour démontrer le meilleur milieu de culture de microbouturage , des germes des
tubercules des deux variétés (Mondial et Désirée) et des microboutures d’olivier de la variété
Sigoise, Ont été incubé sur quatre milieux MS, B5, WHITE et KNOP avec utilisation des
mémes concentrations des hormones selon I’espéce.

Nous avons enregistré des différences trés nettes dans aussi bien d’olivier que de la
pomme de terre, des différences sont également enregistrées entre les deux variétés de pomme
de terre.

Nous avons observé que la variété Mondial a enregistré les meilleures valeurs de
croissance dans tous les milieux de culture avec tous les parametres étudier (longueur des tiges,
nombre de feuilles, longueur des racines, nombre de racines) et pendant toute les périodes.

Nous avons également noté que le meilleur milieu de culture c’est le milieu MS suivie
par B5 ensuite WHITE et finalement KNOP qui vient dans la derniére position .1l faut
remarquer que ce dernier milieu donne des résultats aussi bon que les autre milieux sur le plans
rhizogénése surtout pour la variété Désirée.

Les différences de croissance dans les quatre milieux sont dues aux différences de
concentration des sels minéraux principalement les macro éléments.

Par ailleurs, nous avons cherché a testé la sainteté du matériel in vitro par comparaison
de ce materiel avec du matériel obtenus dans les conditions in vivo en utilisant la technique
d’électrophorése mono dimensionnel

Nous avons remarqué la présence de bandes proteiniques dans les échantillons in vivo
absentes dans les plants in vitro et nous supposons que ces bandes correspondent aux proteines
provenant de micro-organismes contaminants.

Mots clés : Solanuim tuberosum L, Olea europaea , in vitro, nutrition , électrophorese.
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Abstract

To demonstrate the best growing medium for micropropagation of seed tubers of both
varieties (Mondial and Desiree) and microboutures olive variety of Sigoise, were incubated in
four mediums MS, B5, WHITE KNOP with using the same concentrations of hormones
depending on the species.

We have made very clear differences in both olives as the potato; differences were also
recorded between the two varieties of potatoes.

We observed that the variety Mondial recorded the best values of growth in all spheres of
culture with all parameters studied (stem length, number of leaves, root length, number of roots)
and during the periods.

We have also noted that the best growing medium is the MS medium followed by B5 and
then WHITE finally KNOP just in the last position. The best medium gives the results as good as
the other medium on the plants rhizogenesis especially for the variety Désirée

The differences in growth in four medium due to differences in concentration of minerals
mainly macro elements.

In addition, we searched to test the sanctity of equipment in vitro by comparing this
material with material obtained in the in vivo using the technique of mono dimensional
electrophoresis

We noticed the presence of protein bands in the samples in vivo absent in plants in vitro and
we assume that these bands correspond to proteins from  micro-organisms.

Keywords: Solanuim tuberosum L, Olea europaea, in vitro, nutrition, electrophoresis.
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