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Introduction

Depuis des centames de milliers d'années ou I'un de nos ancétres amenait dans sa hutte

un fruit pour le consommer en famille et lawussait s'échapper des graines dans des detruits qui
permettaient une germination a proximite de l'habitation, Louverture a I'amelioration des
plantes ¢tait faite domestication 1inconsciente d'abord, sardmage en suite, ¢change,
codification de l'agronomie, maitrise des descendances renforcee par les premieres lois
generiques, puis developpement de I'amelioration des plantes en tant que science et eruption
des biotechnologie (DEMARLY et SIBI, 1989)
La biotechnologie est souvent considérée comme la biotechnologie du 21éme siecle au méme
titre que la technologie de I'imformation. Ce la essentiellement di aux progres des sciences du
siecle dernier qui a connu un progres enorme avec I'evenement de nouvelles techniques dans
les sciences biologiques. Ce progres , non seulement a permis a la recherche scientifique de
farre un pas de geant, mais permis egalement 'amelioration de la qualite de vie de l'espece
humaine.

Les techniques de 'ADN ou le génie génetique allait apporter a la recherche, lequel
soutien s'est finalement manifesté par le developpement des capacites industrielles. Relevant
la méme mmportance que les techniques de I'ADN recombinant, ont ¢t¢ mise au point d'autres
techniques au manipulation de laboratoire, telles la détermination séquentielle des genes, la
culture des cellules vegetales (OIESC, 2010).

L'Algérie se trouve encore €tre parmi les premier importateurs de la plante de pomme
de terre qui est de puis longtemps sujettee a de nombreuses recherches (DEMARLY et SIBI,
1989), est une plante modele pour l'application des cultures in vitro et de toutes les techniques
qui en découlent, elle peuvent etre regroupees en trois grandes catégories: parmi lequel la
multiplication non-conforme(KECHID, 2006).

Lors de la régeneration de plantes a partir de tissu 1n vitro, de nouveaux phénotypes peuvent
apparaitre: ce phéenomene s'appelle la variation somaclonale (ROUSSELLE et al., 1996).

L'objectift de notre recherche c'est de montrer la technique employée pour

'amelioration des plantes "variation somaclonale et de déemonter les resultats de chercheurs

sur la variation somaclonale.

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 1
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1- HISTORIQUE :

La pomme de terre existe depuis plus de 8 000 ans. D'apres les recherches réalisées en
Amerique du Sud serait la terre natale de ce legume. Au XVIeme siecle, a la recherche de
trésors et du pays d'El Dorado, les conquistadors espagnols ont découvert la pomme de terre
dans les potages des indigenes. Des lors, le précieux légume entrepris son périple vers

eme

I’Europe . Il passe en Italie et en Espagne a la fin du XVI 7 siecle, s’introduit en Angleterre,

eme

puis regagne 1’Irlande. Des le milieu du XVII 7 siecle, 1l est Connu en Allemagne et de 1a, se

propage vers l'est, suivant les colonies Allemandes qui s’enfoncent dans les pays slaves et
vers I'ouest, pays de Montbeliard, Franche-Comte et Alsace (KECHID, 2005).

Au début du XVIII *™ siécle, la plante fut introduite en Amérique du Nord.

En Algérie, la pomme de terre a probablement, été introduite la premiére fois au XVI ™
siecle par les Maures andalous qui ont propage les autres cultures dans la région : tomate,
poivron, mais, et le tabac... puis, elle est tombée dans I’oubli n’ayant pas suscité d’intérét.

eme

Dans la deuxieme moitie du XIX™ siecle, les colons vont la cultiver pour leur usage, car les

algeriens y sont réticents malgre les disettes successives. C’est la derniere grande famine des

annees 30/40 qui viendra a bout de cette Opposition (KECHID, 2005).
2- TAXONOMIE:

[LLa pomme de terre appartient a la famille des solanacees. Le genre Solanum groupe

environ 2000 espéces dont plus de 200 sont tubéreuses (HAWKES, 1990).
2-1- La classification:

Selon KOLEV (1979), GONDE et JUSSIAUX (1980), ROUSSELLE et al/., (1992), la
pomme de terre est une plante vivace qui se propage par multiplication vegetative et qui est

Cultivee comme une espece annuelle (KHALDI et SECHIRI, 2006).
Tableau (01): la classification de la pomme de terre (QUEZEL et a/., 1963 ; OECD, 1997) .

REGNE Vegétal

SOUS REGNE Plantes vasculaires
EMBRANCHEMENT spermaphyte
SOUS EMBRANCHEMENT anglospermes
CLASSE Dicotylédones
SOUS CLASSE Asteridae
L'ORDRE Solanales
FAMILLE Solanaceae

SOUS FAMILLE Solanoideae
GENRE Solanum L.
Espece Solanum tuberosum L.

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 2
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3-La plante :
3-1- La morphologie:
La pomme de terre (Solanum tuberosum) est une plante vivace herbacee qui peut atteindre

Olmétre et produit un tubercule (FAO, 2008), mais cultivée en culture annuelle le plus

souvent (ROUSSELLE ef al., 1996).
3-1-1 Systeme aérien:

Chaque plante est composee d’une ou plusieurs tiges herbacees de port plus ou moins dresseé
et portant des feuilles composees (ROUSSELLE ef al., 1996), Comme les tiges et les feuilles,

le fruit contient une quantite significative de solanine, un alcaloide toxique caracteristique du
genre.

Les mflorescences sont des cymes axillaires, les fleurs sont autogames : ne contiennent pas
de nectar, elles sont donc peu visitees par les mnsectes et la fecondation croisee est presque
iexistante dans la nature. Aussi les fleurs sont souvent males steriles. La production de fruits
est Generalement rare parfois nulle. On connait des varietes de pomme de terre qui

Fleurissent abondamment mais qui ne fructifient pas (KECHID, 2005).

a-aspet génerale. b-coupe longitudinale.  c-diagramme florale.
St : stigmate, st : style, an : anthere, p : petale, ped : pedoncule, ét : étamine, fi : fil, s : sepale
Ov : ovarre, ovu : ovule.

Figure 01: structure de la fleur de pomme de terre (ROUSSELLE et al., 1996).

3-1-2 Systeme souterrain:

Le systeme souterrain represente la partie la plus mtéressante de la plante Puisqu’on y
trouve les tubercules qui conferent a la pomme de terre sa valeur alimentaire. L’appareil

souterrain comprend le tubercule mere desseche et des tiges souterramnes ou stolons

(KECHID, 2005).

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 3
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A

a-les differents eléments. b-détail de l'organisation d'un ceil. c-disposition des yeux a la
surface du tubercule.
bgt : bourgeon terminale, oe : ceil, len : lentelle, st : style.

Figure(02):structure externe d'un tubercule de pomme de terre (ROUSSELLE et al., 1996).
3-2-Le cycle végetatif de la pomme de terre:

Le cycle végétative de la pomme de terre comprend quatre phases principales, a partir de la
récolte du tubercule (KHALDI et SECHIRI, 2006) :
le repos vegetative (dormance).
la croissance des germes (germination).
la croissance vegetative.

la tubérisation.
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Figure (03) : le cycle vegetatif de la pomme de terre (ROUSSELLE et al., 1996) .
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4-Les variétés de la pomme de terre:

En Algerie, 1l n’existe pas des varietés « autochtones » toutes celles qui sont cultivées ont
ete mtroduites de 1’étranger et principalement de France, Hollande, Allemagne, Canada, .. .etc.
parmi les principales varietes cultivees en Algérie on peut citer :

Les principales variétés rouges utilisées : désiree, kondor.

Les principales varietes jaunes utilisées : Spunta, Nicola et Les principales caracteristiques de
ces varietes sont presentees dans le tableau (02) (ANONYME, 1998).

Tableau(02):les caracteristiques des principales varietes en Algerie (ANONYME, 1998).

Caractere de tubercules Varieétes
Forme de tubercule Couleur de la peau

Oblong allonge Jaune Spunta
Oblong Rouge Deésirée
Oblong allonge Jaune et lisse Nicola
Oblong courte Jaune claire et lisse Escorte
Ronde ovale Rouge assez lisse Bartina
Oblong allonge Rouge kondor
Oblong et par fois | Rouge a predommance | Cardinal
faiblement pointue rugueuse

S-L’IMPORTANCE DE LA POMME DE TERRE :

S-1-La valeur nutritive de la pomme de terre :

La pomme de terre figure au quatrieme rang des principales cultures vivrieres, apres le mais,
le ble et le rniz (FAO, 2008). Elle est universellement connue par ses utilisation diverses dans
l'alimentation humame (ROUSSELLE et a/.,1996) comme les chips, purée deéshydratee,
frites....(KHALDI et SECHIRI, 2006), animale (ROUSSELLE et a/.,1996)comme les ¢carts
de triage, les sous-produits industriels ou les excédents conjoncturels (KHALDI et SECHIRI,
2006) et dans 1''industrie (ROUSSELLE et a/.,1996) comme débauchés de fecules :le papetier
et la cartonnerie, utilisations dans le secteur agro-alimentaire, 1’industrie chimique et

pharmaceutique (KHALDI et SECHIRI, 2006).

S-2-Importance de la pomme de terre dans le monde :

De part les superficies qui lu1 sont consacrées et du role qu’elle joue dans 1’alimentation
humaine dans le monde, la pomme de terre est considerée comme 1’un des principale plantes

vivrieres Elle est largement répandue et la plus grande part de la production concerne surtout

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H )
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les pays des zones temperees froides. L ’Europe produit 62,2% de la production mondiale,
I’ Asie 26%, I’ Amerique du nord 6,5%, I’ Afrique 1,9% et ’Oceanie 0,4% (REUST, 1986).
S-3-Importance de la pomme de terre en Algérie :

La pomme de terre qui constitue I’aliment de base apres le blé occupe un place importante
dans les programmes de developpement deployés par le ministere de ’agricole. Ce dernier
projette un niveau de consommation de 55kg /habitant/en I’an 2000 pour une population de 35
millions equivalant a un besoin de 1.925.000 tonnes/an soit presque le double de la production
nationale actuelle (prés de un million de tonnes). Aussi ; on remarque que la superficie totale
occupee par la pomme de terre n’attemnt pas les 100.000 ha, ce qui est msignifiant par rapport
aux 3 millions hectares réserves annuellement aux ceréales (BENNIOU, 1997).

Cependant I’évolution de la consommation de la pomme de terre en Algerie est
remarquablement en nette progression puisqu’elle passe de 21,7 kg/habitant en 1966/1967 a
34,4 kg/habitant en 1979/1980 pour atteindre 41,2 kg/habitant en 1988.

Selon CHAULET (1992), I’enquéte menee durant I’ete 1992 dans les quartiers populaires de
’agglomeération algeroise a permis de constater que la fréquence de consommation est

effectivement importance (BENNIOU,1997).

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 0
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Chapitre 1I .................. l'amelioration de pomme de terre et technique biotechnologique

1-Apercus historique :

Depuis son existence, I’homme a chercher I’amelioration des plantes a fin de satisfaire ses
besoins quantitativement et qualitativement, et ce par la production de divers types de plantes
ayant des caracteristiques morphologique, physiologique, biochimiques et agricoles
acceptables (ANNONYME, 1993). En depit de la participation du systeme agricole
traductionnel pour I'obtention de certains resultats, seulement 1l reste tres limité, cependant la
culture de tissus et les biotechnologies moderne a permit d’ouvrir d’autres perspectives pour
le développement et l'enrichissement du diversification vegetale soit par la creation de
nouveaux especes ou par I’amelioration des especes connues surtout en ce qui concerne a la
resistance (HAKAN, 2005). Ams1 est devenu necessaire dans tous les secteurs agricoles
(TEISSON, 1989). Apres 'apparition de la culture de tissus a travers du principe de la latence
cytogenetique qui signifie le pouvorr de la cellule a donnée une plante Complete dans un
milieu de culture nourrissant et conforme a son developpement (DUBOIS, 1989).nous

signalons que 1’application des techniques et moyens de production des plantes tres répondus

et en outrance a travers tout le monde (MANSOUR et SALAMA, 2004).
2-Définition de la biotechnologie:

Les biotechnologies ou technologies du vivant englobent un ensemble de methodes et
techniques d’mvestigation, de culture et d’exploitation d’€tres vivants de type vegétale,
animale ou microbien. Elles peuvent étre utilis€es par I’homme pour satisfaire ses besoins
d’ordre medical et alimentaire, en particulier. On en distingue des biotechnologies
traditionnelles, utilisees depuis longtemps (fermentation, lutte biologique...), et des
biotechnologies modernes reposant sur les technologies de I’ADN (acide
désoxyribonucléique) recombine (genie genetique). Dans ce dernier cas, une progression
exponentielle des connaissances a eté enregistrée au cours des 20 dernieres annees. Des

repercussions sur le vivant deviennent mevitables et neécessitent preparation et mobilisation

pour affronter I’avenir (BAAZIZ, 1999).
3-les techniques de la biotechnologie:

Nous allons présenter les techniques de la biotechnologie qui permettent d’ameliorer
la pomme de terre par la creation de nouveaux genotypes. Ces techniques sont basées sur la

culture in vitro et elles sont principalement

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 7
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3-1- TRANSFORMATIONS GENETIQUES:
3-1-1- Hybridation interspécifique:

Diverse solutions (fécondation m vitro en cas d’mcompatibilite de pollen etranger et
de la fleur femelle a féconder, sauvetage d’embryon m vitro en cas D’avortement apres
féecondation m situ) mmphquant 'utilisation de la culture m wvitro, rendent possible des
hybridations entre des especes reputees mcompatibles en conditions naturelle (KECHID,
2005)

Chez la pomme de terre des plantes hybrides entre Solanum tuberosum et S. brevidens
ont ¢te obtenues a I’'Universite de Wisconsin (U.S.A.) par HELGESON et al (1988).
Le but etait de transférer chez la pomme de terre la résistance au virus de I’enroulement
des feuilles a partir d’une espece sauvage :S. brevidens. La résistance a effectivement éte

transférée chez les hybrides, et curieusement une nouvelle variabiliteé s’est exprimee

par I'apparition de résistances a d’autres maladies (KECHID, 2005).
3-1-2- Culture et fusion de protoplastes:

3-1-2-1- culture de protoplastes:

Les biologistes ont constate, au cours des manipulations cellulaires, que 'on pouvait
obtenir des agrégations entre des cellules débarrassees de leurs parois pecto-cellulosiques
appelees protoplastes (DEMARLY et SIBI, 1989).

La technique de culture de protoplastes est tres fortement inductrice de Variabilite ; cela

a ete bien etudie et montre chez la pomme de terre. Les variations portent souvent sur le

nombre de chromosomes (KECHID, 2005).
3-1-2-2- fusion de protoplastes:

La fusion de deux ou de plusieurs protoplastes aboutit a I’addition totale de trois
compartiments heéréditaires : nucléawre, mitochondrial et chloroplastique. Cette addition
accroit le niveau de ploidie, Chez la pomme de terre, la fusion de protoplastes est d’autant
plus justifice Car la majeure partie des clones diploides est stérile. Par rapport a la
selection Traditionnelle, cette nouvelle methode preésente deux avantages considerables :

* On peut travailler sur un nombre de chromosomes diminu¢ de moitie.
 On peut rassembler, en peu de temps, au semn d'un méme individu tetraploide un

ensemble de plusieurs caracteres mtéressants (ce qui est Quasiment mmprobable en

selection traditionnelle) (KECHID, 2005).

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 8
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3-1-2-3- Transfert des genes:

Le developpement des connaissances sur le code genetique et la Régulation de
son expression, ont permis d’ouvrir une extension tres importante du Geénie Geénetique. Ainsi
1l est possible maintenant d’extraire, apres reperage, un gene de I’ensemble du domame
vivant et le transferer sur les chromosomes de la plante qui le transmettra a ses descendants au
meéme titre que ses propres genes (DEMARLY et SIBI, 1989). De telles plantes sont dites :
Plantes transgeniques ou OGM (Organismes Genetiquement Modifies).

Certaines varietes de pommes de terre sauvages exsudent une substance liquide, qui se
transforme en un sirop epais et piege les msectes et les pucerons.

De cela des essais d’mmtroduction du gene responsable de cette substance chez la pomme de
terre cultivee, ont ete realises a I'Umiversite Americaine de Cornell (KICHID, 2005).
D’apres COLEMAN et a/ (2001) ; les microtubercules servent comme une base pour Ila
production des plantes transgeniques et pour la visualisation de 'expression de
différents genes. Leur utilisation dans ce domaine a trouve une large application comme
methode de transformation génétique (KECHID, 2005).

3-2- hybridation somatique:

Lorsque, partant de tissu somatique, on dissocie les cellules et qu'on attaque leurs parois
cellulosiques avec les enzymes appropriees, la lyse dénude la cellule qui ne possede plus que
sa membrane plasmique et apparait sous la forme dite (protoplaste). Ces protoplastes ont un
etat epigenique tres perturbe et leur probabilité de regénerer l'mtégrite cellulaire, puis la
plante, est faible et neécessite des somns nombreux. Par contre, a ce stade de depersonnalisation
des réseaux de reperage, le protoplaste est apte a recevoir tout element étranger sans
I''dentifier comme un (non-So1).On peut donc agglomérer deux protoplastes appartenant a des
especes, a des genres...et méme a des regnes biologique differents. On appelle cette opération
fusion somatique. La cellule d'addition et de recombinaison résultante peut, avec certaimnes

restrictions, regenerer un individu dit « hybride somatique » (KECHID, 2005).

Meémoire de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga.H 9
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Figure(04) : Grande diversiteé des produits d'une hybridation somatique (DEMARLY et
SIBI, 1989).

4- MULTIPLICATION NON-CONFORME:

Ce procede utilise un materiel vegetal peu régule et le place en conditions destabilisants les

signaux ; on voit alors apparaitre une variabilite¢ importante (KECHID,2005).
4-1- Haplomeéthodes:

Ces techniques ne demarrent pas des cellules somatiques mais des cellules gametiques. Ce
sont des cultures d’antheres(Androgenese) ou de Microspores, ou de sacs embryonnaires ou
ovaires(Gynogenese). Ces processus permettent d’obtenir des lignées pures, en passant
par ’haploidisation puis le dédoublement. Chez la pomme de terre, espece tétraploide,
’utilisation des plantes haploides, donc diploides, que 'on appellera dihaploides (HD) est
fondamentale a cause de I'importance de sa variabilite genetique, et de la facilite des

croisements mterspecifiques, car la plus part des pommes de terres sauvages sont diploides

(KECHID, 2005).
4-2- Variation somaclonale:

LARKIN et SCOWCROFT (1981) ont montre, a I'issue d’un travail de recherche,
qu’il pouvait é&tre tres intéressant d’exploiter la variabilité génétique induite par
certames cultures m wvitro, dans le but de creation varietale. Ils s’appuyaient sur

quelques exemples modeles comme celuil de la pomme de terre et de la canne a sucre ou 1ls
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ont contribue¢ a faire adopter le terme de variation somaclonale, désignant toute variation
genetique mduite par le seul fait de cultiver des tissus, des cellules, ou des organes qui ont
pour objectif I’établissement de cellules dedifferenciees sous des conditions de
cultures m vitro definies .

SNYDER et BELKNAP (1993) ; ont observe que les plantes de pomme de terre régénérees

presentent un faible niveau de variation somaclonale comparée avec celles deérivees des

protoplastes (KECHID, 2005).
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1-Définition de la variation somaclonale :

Durant la phase de callogénese pour la culture de suspension cellulaires, ou la culture du
protoplaste pour des cellules vegetales, 11 peut faire des modifications genetiques aleatoire
d’ADN (ERIC, 2003), d’'une source mconnu, et modification non habituelle dite la variation
somaclonale (EL HAMDOUNI et al, 1999). Donc c’est I'ensemble des modifications
genetiques obtenues apres le passage par les conditions du laboratoire, et qui se transforme au
plante stable cellulaire (DUBOIS, 1989). Et ce par 'apparition d’autre copie non conforme
morphologiquement ou physiologiquement a la plante originale, les nouveaux phénomene
patterns ont connu une large diversification en ce qui concerne leur nomenclature , nome
« phenovariant » ou vitro variant par SIBI (1971),en outre Scowcroft et LARKIN (1981) ont
utilisés la nomenclature de la variation somaclonale pour la premiere fois et ce pour signaler
les variations genétiques deécouvertes dans ['alencial physique « somaclones », stimule a
travers de la culture de tissus ou des cellules dans laboratoire ,qui semble certain temps

comme un nouveau phénotype dans les plantes 1ssues de la culture de tissus(LEPOIVRE et

SEMAL , 1989) .

A > -
-

Figure(05):plantules de pomme de terre régéncrées a partir d’entre-nccud (NOWBUTH et LE, 2005).

2-Le principe de la variation somaclonale :

Le cal se compose durant une culture de tissus, pour des explant de plantes depourvues des
bourgeons, dans un milieu renforcé par des régulateur de croissance (DUBOIS, 1989 ;
ROUSSELLE et al., 1996), et de n’importe qu’elle explant de la plante telle que la feuille, Ia
racine, la tige, les fleurs, les grains de pollen, les semences immatures et les cotyléedones
(ERIC, 2003 ; RICHARD, 2005).

Durant la production du cal dans les conditions de laboratoire, nous signalons I’mtroduction
des mutations pour augmenter le niveau de la modification genetique, 1ssue de la reproduction

cellulaire aléatoire apres la perte de la difféerenciation des cellules originales (NGUYEN et

al., 2002).
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3-I’origine de la variation somaclonale :

Plusieurs hypotheses relatifs a 'origine de la variation somaclonale ont ete proposee, 1l se
peut qu’il est stimulée directement par des conditions de la culture de tissus notamment par
les régulateurs de croissance, ou elle se compose d’une maniere aleatoire et en le trouvant
d’une facon contimue a travers les generations (MESTRE et PETIARE, 1985), aussi bien 1l se
peut qu’il existe au paravant sous forme mosaique dans la plante (NOSERAN, 1985).

la variaton somaclonale peut €tre trouvee sous forme :
3-1-génotype : génétiquement stable, circulant aux prochaine générations (PARROT et al.,

1992), permit I’1solation des mutations stables, determinée dans les conditions de laboratoire
ou apres le renouvellement des plantes, 1l est utilisé dans les programmes de [’amelioration
des plantes ( KOLE , 2006). La variation somaclonale genotypique résulte selon (EL
HAMDOUNI et a/., 1999) par :
-changement dans le nombre de chromosome :
-Aspect multitude des ploides. Aspect inhabituel des ploides.
-changement dans la structure de chromosome et qui se produit par divers mécanisme :

*la coupure du chromosome en deux parties et ce par cassure interne.

*¢limination d’un fragment intermédiares du chromosome.

*transfert des fragments de chromosome entre les chromosomes asymeétriques.

*les fragments du chromosome prennent une situation inverse par rapport a sa position
originale a I’mterieur du chromosome.
-changement dans le nombre des nucléotides.

-mutations cytoplasmique.

3-2-Phénotype : épidémique non stable et ateint apres la production sexué (SKIVIN et al.,

1994), et ce par trouble physiologique ou I’amplification genique (KOLE, 2006).

4-les Types de variation somaclonale :

Selon EVANS et al (1984) 1l existe deux types de variation somaclonales :

4-1-variation héritable : est stable a travers le cycle sexuel ou renouvelée a travers une
propagation asexuee.

4-2-variation épigénique : elle peut étre instable méme quand elle est propagée

asexuellement.
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La variation somaclonale bien qu’elle constitue un inconvenient quand on cherche la
production conforme peut €tre une source tres utile pour ’amelioration des plantes (KACEM,
2005).

S-Les caracteres affectés par la variation somaclonale :

Les caracteres affectés concernent les caracteres morphologiques, physiologiques,
phytopathologiques. Les premieres expériences incluant des pressions selectives, effectuees
par CARLSON(1975) chez le tabac, ont donné des résultats positifs mais a cette epoque ces
experiences difficiles a mterpréter furent controversees (KACEM, 2005).

6- les étapes de la variation somaclonales :

[l entre dans la stimulation de production du cal et régénération des plantes, par la mise

des parties de la plante (explants) dans un milieu de culture qui permet la callogenese, (SIBI,

1989 : LARKIN et SCOWCROFT, 1981).
6-1-culture 1n vitro :

La régeneration a partir de culture 1n vitro est I'un des outils le plus souvent utilise pour les

biotechnologies (KECHID, 2005).
6-2-Méthode de culture :

6-2-1- milieu de culture de base :

Le milieu de culture de base utiliseé pour la pomme de terre est celur de MS (Murashige et

Scoog, 1962) dont la composition figure dans le tableau (03).
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Tableau (03) : Composition du milieu MS (MURASHIGE et SKOOG, 1962).

Les ¢léments Constituants Solution mére « 1L » (mg/l) Concentration finale (mg/l)
NH4 NO3
33 000 1 650
KNO?3
38 000 1 900
Macro-¢léments CaCl2 2H20
6 600 440
MgSO47H20
7 400 370
KH2PO3
3 400 170
MnSO4 4H20 22.3
2 230
ZnS0O4 4H20 6,6
660
H3BO3 6,2
620
Micro-¢eléments K1 - 0,83
Na2 2Mo0O4, H20 T 0,25
CuSO4 5H20 T8 0.025
CoCl12 6H20 0,025
Na2EDTA 3 730 37.3
Fer (Fe-EDTA)
FeSO4 — 7 H20 2 780 27,8
Glycine 2
20 mg pour 100 ml
| | Acide nicotinique 0,5
Acides amings et o 5 mg pour 100 ml
Pyridoxine — HCI 0,5
Vitamines 5 mg pour 100 ml
Thiamine — HCI 0,5
5 mg pour 100 ml
Myo — inositol 100

6-2-1-1-milieu de culture pour produire les

multiplication végétative:

plantules

et pour la

Tableau(04): la preparation de solution mere pour produire les plantules et la multiplication

vegetatives (KECHID, 2005).

Constituants Volume de prélevement
Macro-elements MS 50 ml
Micro-¢lements MS 10 ml

Fer Na2EDTA MS 10 ml

Acides amings et Vitamines MS 10 ml

Sucre : Saccharose 30000mg

Agar 3¢/l

®» A partir de la solution mere dont la préparation est citée c1 dessus, on a pu préparer

la solution finale, avec les concentrations exigees, selon le protocole suivant:

Verser approximativement 600 ml d eau dé ionisée dans un bécher de 11;
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Peser et dissoudre le saccharose en chauffant legerement au besoin.

Ajouter le volume nécessaire de macroeléments, microeléments, FE-EDTA.

Ajuster le PHa 5.7+ 0.1 avec HCI (IN) ou NaOH (IN).

Compléter a 1litre avec 1 eau distillée.

Chauffer puis ajouter | Agar graduellement jusqu” a ce que le milieu devienne clair.

Verser dans des flacons pour faire la sterilisation (KECHID, 2005).
6-2-1-2--pour la callogénes:
On utilise méme milieu de culture qui est prepare pour la multiplication (tableau 04)...mais

en ajoute des régulateurs de croissance. Comme suit :

Tableau(05): Type de régulateurs de croissance et leur solubilitée (ANONYME, 1999).

regulateurs de croissance Auxines Cytokinine Gibbérelline (GA3)
Espece NAA Kinitine -
Concentration 5 mg/l 1 mg/ 1 1 mg/ 1
Les solvants Et OH ou NaOH IN NaOH Et OH

6-3- Sterilisation :
La réussite de la culture m vitro repose en grande partie sur les conditions strictes

d’asepsie :- sterilisation du milieu de culture, - stérilisation des mstruments de travail

(KECHID, 2005).
6-4-Conditions physique de la culture :

Chez la pomme de terre, L incubation des tubes qui contiennent 1’explant se fait dans une

chambre de culture (25+1°c), avec une photopériode 8-16 pendant quatre semaines. meéme
chose pour La production du cals, qui se fait a partir des explants des plantes

(BOUHARMONT, 1991) ; trois explants pour chaque boite de pétri (QUEIROS et al., 2007)

mais seront mncubés dans une chambre de culture dans ’obscurité.
7-I’1ntéret de la variation somaclonale :

La variation somaclonale est consideré comme une 1mportante source de la variation
genetique, qui est traduit par 'apparition de nouvelles clones somatique dans les plantes
proliferantes et d’'une maniere tres répandue (LARKIN et SCOWCROFT, 1981), et elle est
différente de la plante originale qui en decoulent | et elle peut porter d’autres caracteristiques
importantes comme la resistance (CHOI et a/., 2000 ; FARHATULLAH et RAZIUDDIN,
2002), donc elle est une source qui est utilisée par fois dans la seélection (BOUHARMONT,
1991).Dans le cas de la pomme de terre la variation somaclonale est importante dans la

selection des cals (EHSANPOUR et a/., 2007 ; LUTTS et al., 2001).
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8-les facteurs ayant une action sur la variation somaclonale:
3-1-la matiere végetale

on peut obtenir une variation somaclonale a partir du cal forme, de n’1mporte quelle partie
de la plante ; la feuille, la tige et la racine. .., mais I'influence reste liece a la nature de chaque
partie de la plante, et I’aspect physiologique (FILIPPONE et a/.,1992 ; ROBERT et al.,
1994).1e génotype flexible ainsi que I’espece ont une importance role dans I’apparition de la
modification génétique (DEMARLY et SIBI, 1989).par ailleurs le nombre de chromosome se
reflete sur la moyenne et la qualité de la variation qui se produit, on observe que la variation
genetique se fait beaucoup dans les individus multiploide par rapport chez les monoploide et
diploide (YEOMAN, 1986).
8-2-la duré de la culture de tissus :

la dure de la culture de tissus influe sur la variation somaclonale , par ce que la moyenne des
mutation liee par le nombre des transformations dans les conditions de laboratoire
(DEMARLY et SIBI, 1989), car le nombre des deplacement dans laboratoire dans le nombre
des mutations(SKIIIN et JANICK., 1976) ; et qui peut paraitre dans les premieres periodes
dans la culture de tissus, et se fixe a partir du troisieme ou quatrieme transfert (SIBI, 1989).
Le nombre de sessions de la culture de tissus est considére comme facteur fondamental
important dans la stimulation de la variation somaclonale, comme le cas de pomme de terre,

puisque le lente croissance stimule la production de nombreuse variation somaclonale

(WANG et al., 1994).
8-3-la composite de milieu de culture :

La composite de milieu de culture considérer comme un facteur mmportant dans la
formation du variation somaclonale (ANGELA , 1995) ; parce que la production des cals li¢
au premiere classe avec le balance de regulateur de croissance, et qui se differe selon la nature
de l'explant et le variété étudie (ANDRE et al., 2003), lorsque les programmes
morphogenetiques différencies selon le pourcentage de cytokinine/ auxine, a travers le
balance hormonale on peut obtenir sur la forme organique (AKBAR et HAKOOMAT, 2004),
le travail de regulateur de croissance exactement dans 1’événement des modifications

somaclonales reste inconnu(CHARLOTTE et a/., 1987).
8-3-1-I’auxine :
I’experience impact que le premier effet a 'auxine c’est I'influence sur la nature des parois

cellulaires, mais en raison de la présence des effets specifiques a ’auxine ne comprend pas la

taille des cellules, tel que ’encouragement de la division cellulaire et I’encouragement de la
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croissance des racines dans les faibles concentration, les chercheurs ont convenu que
I’imfluence de ’auxine sur la paro1 cellulaire c’est une réelle influence secondaire (SOBHY,
2002)

[’auximme compose 2.,4-D augmenter le nombre de mutations pour 1’herbe d’Amerique
tradescantia , et 1l augmente ¢galement le changement des fréres chromosomes dans la racine
de 1’ail Allium sativum , mais les mformations sur I’effet de régulateur de croissance sur la

variation somaclonale peu au cours du stade de la culture in vitro (ANGELA, 1995).
8-3-2-cytokinine :
*les caracteristiques et les fonctions les plus importantes de cytokinine c’est I'influence sur la

division cellulaire.

*1nfluence sur ’entree du tissu vegetale dans la vieillesse, arréter ou retarder la degradation et
la mort, arréter et empecher la chutes comme la chute des feuilles ,des fleurs et des fruits.

* empeche le jaunissement parce que ont des effets positifs sur le protéine et la conservation
de la chlorophylle et prévenir la dégradation.

*attire un grand nombre de matériaux et composants pour la localisation de kinetine ou
zeatine ou pensyl adinine et a partir ces matériaux les 1ons morganiques et les molecules
organiques comme le sucre et les acides amines et aussi la majorite des suc de corticale et le
bois qui la direction de courant vers la touche qui contient la cytokinine.

*les applications importantes de cytokinine c’est I'influence sur la souverainte apical qui
conduit le traitement par I’encouragement de configuration des bourgeons latéraux (SOBHY,
2002).

*(OLUF et al., 1975) confirmer que le kinetine et cytokinine dans d’ autres concentrations
10° a 10™ mol contribuer dans la formation des parties aériennes dans les feuilles et dans les

entres noeuds pour un grand nombre des plantes dicotyledones.

8-3-3-gibbérelline :

le gibberelline mflue sur les parois des cellules par un autre maniere différente par rapport a
I’auxine, le gibberelline augmente la taille des cellules sans affecter sur la rigidite des parois
cellulaires , c’est-a-dire conduire a une augmentation du volume cellularre et le taux
d’ecoulement de I’eau a travers ’augmentation des concentrations des substances dissoutes
en augmentant la pression osmotique , donc le gibberelline encourage 1’activite de ’enzyme a

Amylase, qui transfert les protémmes et 'amidon d’un aspect non dissous c¢’est-a-dire non

activite osmotiquement a un aspect dissous activite osmotiquement (SOBHY , 2002).
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8-4- les éléements nutritifs :

les elements nutritifs comme les sels, les sucres, et ains1 que certains materiaux utilises pour
la sterilisation contre les virus capable, peut €tre une cause dans la formation anormale de la

plante (MEULMANS, 1984).

9-évaluation de la variation somaclonale :

Avec la développement de la technique (PCR) Polymerase Chain Reaction , 1l est devenu
possible d’etudier les modifications génetiques de la plante grace aux empremtes genetiques
et la carte génetique de I’ADN (SULTANA et al., 2005).1a technique de (PCR) est basée sur
['utilisation de (RAPD) Random Amplified Polymorphic ADN ou (RFLP) Restriction
Fragment Length Polymorphism | 1ls sont mmportants dans 1’étude des ¢léement resiste

(SUBBARAO et CHRIS, 1999) dans la pomme de terre (EHSANPOUR et al., 2007).

10-les avantages de la variation somaclonale :

-acces rapide est alléegue un grand nombre de mutations (les personnes montrent des
changements genetiques par rapport a la plante mere.)

-au nom de possibilite d’obtenir plusieurs proprietes differentes en méme temps.

-source de la diversité qui utilisé par fois dans la sélection.

-une nouvelle meéthode pour I’amélioration des plantes.

-Peu cotuiteux par rapport a ’hybridation somatique et la transformation génétique.

-N’est pas important de savoir la base des changements genetiques qui se produisent (ERIC,

2003 ; ANGELA, 1995).
11-les inconvénients de la variation somaclonale :

-I’absence de contrdle sur la quantite, le lieu et 'tmportance des mutations qui se produisent,
et les facteurs qui la concernent.

-I’émergence de changement nattendu.

-faible stabilité des caractéristiques obtenues et qui disparaissent dans la plante renouvelée ou
de la prochaine génération.

-obtenir les caractéristiques de la plante désirée un peut €tre garantie.

-I’étude preliminaire sur la culture m vitro da la pomme de terre ont montré que le génome
non stable pendant la formation des cals et agriculture moleculaire(ROBERT, 1994).

-dans un nombre de plante ameliorée, I’analyse et le controle de la variation somaclonale est

important et en méme temps difficile (ERIC, 2003 ; ANGELA, 1995).
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12-les travaux des chercheurs sur la variation somaclonale:

tableau06: I'effet de quelque condition de culture sur quelques varietés de pomme de terre.

—
Varieté, Milieu = :
Explant De culture E —_—
&
-NAA stimule la croissance des cals sur le segment de feuille
o MS+5mg/l % et disque de tubercule et a ¢té plus efficace que le 2,4-D ou
Bintje : i [AA.
NAA.TAA 2 .,4- 3 _ : T T
-Segmc?nts D. Img/l BAP = -GAB . Causé¢ aucune augmentation significative de la
des feuilles jKintene " o croissance des cals.
-Disque de e FLA % -I’auxine a différentes administré en association avec le BAP
tubercule. zOezi | ; 1 = ont ¢t¢ comparées en maticre de développement de cal.
y1=1 g/ 55 | -I’ajoute de différentes cytokinine : pas de croissance
différentielle de cal .
MS +10 ,7pn
mole du Q
NAA , 0.46u o
mole du *-g -Pas de croissance dans 90m mol de Nacl.
Kennebec | kintene,, . 90m T -Production des cals dans un milieu 120 ou 150 m mol de
mol 120m = Nacl.
mol =
150m mol De C
NaCl
MS, 0,1mg/1 - pas de formation des racines .
Rl de NAA - queque pousses pbserve.
Bard. Smg/ 1- de - -formatlop des racmes courtes.
Désirs, - NAégKln;ene C% - proiclli,lctlon des calfi pluds grandid. 1
- m - meilleures moyen d’induction des cals.
~ N s y
-Tige 3}1)1%/&35@21;:- = -Formation des racines Courtes.
-Tubercule 6 — - pas de formation des pousses.
- production des cals est faible
- formation des racines est ¢quitable.
- formation des pousses.
MS, Img/1 de - bonne production des cals.
Pomoea PTAA S - pas de formqtion.des racines et des pousses, ¢ctait le plus
patas.C CN | Ou Img/lde Eﬁ efficace pour induire les cals.
1280-3. 2.4-D = - la production des cals est ¢quitable.
Tissode —gﬂ - bonne formation des racines.
stockage a - la formation des pousses ;¢tait le meilleurs pour induire des
cals, des racmes et la formation des pousses utilis¢ 1n vitro.
La production des cals est faible.
1mg/1 -la formation des racines est faible.
- pas de formation des pousses.
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MS -
+ unmilieu de | S

duction des | - o L
N pro Y — £ -la variation somaclonale induite par le rayonnement UU.C a
gDes - ;" 1D = ¢t révelé certains polymorphisme dans le modele d”ADN.
feuillles 2111 o] E -UU.C augmente la variation somaclonale qui peut étre utile
NAA_ 2mg/l % pour la s€lection de cal des caracteres sous hétables.

kinetine+ Z
UU.C i

Memotre de fin d’etudes 4BPV Berrah.F, Zerouga. H 21







E I st e A s e A e e

Conclusion:

L’homme a cherche a amelhorer les plantes qu’il cultivait par rapport a des criteres de
qualite ou de rendement correspondant a ses besoms. Tout d’abord assez empiriques, les
technmiques d’amelioration ont evolue grace, en particulier, a P'apport de la genetique
(SCRIBAN, 1999).

La variation somaclonale permet I’¢largissement de la variabilité génétique qui constitue la
base de tout programme d’amelioration des plantes pour la création varietale. A cela s’ajoute
le fait qu’elle permet de corriger les defauts des varietes deja existantes, en mtroduisant
nouveaux caracteres, elle fournie d’excellentes opportunités pour les changements genétiques
au semn d’une plante. En effet, de puis la selection m vitro, tous les types de caracteristiques
ont de plus en plus éte tentées, et de nombreux autres les ont signalees par exemple la
resistance aux sels mineraux, au froid,...etc., toutes ces recherches sont tres stimulantes pour
’amélioration des plantes dans la mesure ou ces nouvelles potentialités avantageuses sont
mamtenues dans la plante régéneree. Cependant, la variation somaclonale présenteé un certam
nombre d’mconvénients lie¢ essentiellement a sa nature mcontrolable et mmprevisible, a sa
dépendance des cultivars et a la faible frequence des changements desirables et heritables par
rapport a la fréequence totale des variantes obtenus (KACEM, 2005).

Les variations somaclonales devaient donc étre mscrites dans la cellule et n’¢taient pas

dues a un état physiologique ou a des conditions environnementales (NOWBUTH et LE,

2005).
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Reésume :

La pomme de terre est sans doute I'espece vegetale qui a beneficie des techniques n
vitro pour son amelioration genetique, I'un de ces techniques c’est la variation somaclonale
qui donne des varietes genetiquement modifices a partir du cal, et sa production exige la
presence des regulateurs de croissance .cette variation somaclonale peut donner des
rendements plus stable et ameliore la qualite et la quantite de la plante pour son adaptation au
stress de I’environnement.

Mots cles :

La pomme de terre — biotechnologie — la variation somaclonale — culture n vitro.
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