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RESUME

TITRE: Micropropagation ct Régénération in vitro de quelques variétés de patate douce tlpomoca
batatas (L). Convoivu lacée) cultivées au Sénégal.

La patate douce: Ipomoea batatas, est une culture vivrière de grande importance au Sénégal. Deux
problème entravent toutefois l'expansion de cette culture. Ce sont des problèmes liés d'une pari au
faible taux de multiplication obtenu par les techniques de bouturage traditionnelles et d'autre part, à la
grande sensibilité de cette plante aux différents pathogènes: champignons, bactéries, nématodes ct

vrrus.
L'application des techniques de culture in vitro: culture de méristèmes pour l'assainissement et
microbouturage pour la production massale a donc été envisagée.
Ce travail a porté sur le genre Ipomoea batatas à travers cinq génotypes à savoir les variétés Ndargu
et Walo, le elone 2, le clone 19 et le clone 29, sélectionnés au CDH . A partir de ces génotypes, il a été
mis sur place un protoeole pour la multiplication conforme de plants de patate douce par
mierobouturage de noeuds sur milieu M.S. en présence d'ANA, de BAP et du GAl avec un pl { ajusté

à 5,7.
La culture in vitro de méristèmes sur des plantes en serre ct sur des vitroplants sm milieu MS en
présence d'AIA et BAP, a conduit à l'obtention de plantes assainies. L'enracinement des vitroplants a
été obtenu sur milieu M.S. avec de l'AfA (O,OSmgll) et de la kinétinc (O.Srng/l).
Les capacités embryogènes d'ex plants de patates douces ont été testés sur milieu MS avec différentes
concentrations en 2,4 - D,. Ces expériences onl permis la formai ion de cals, ct dans certains cas une
néoformation de racines ct de bourgeons après transfert sur milieu d'induction sans toutefois produire
de structures bipolaires assimilables à des embryons.

Mots clés .lpomoea batatas, in vitro, virus, méristème, embryons somatiques.

SUMMARY

Title. Micropropagation and Regeneration in vitro for sorne varicties of swcct potato tlpomoea
batatas (L) Convolvulacea) cultivated in Senegal.

Sweet potato: lpomoea batatas, is a media food crop in Sénégal. Howcvcr, two problcms hindcr this
expansion of (his crop, these are problcms rclatcd to the low rate of multiplication obtaincd through
tra ditionnal cutting planting technies on the one hand and great scnsitivcncs of that plant to different
pathogènes on the other hand: rnushroom, bactcria, nemathodes and viruscs.
111e application of in vitro farming technics: cultivation of mcristcms tips for decontamination and
microbouturagc for massive production, has therfore been envisaged.
this work mainly conecrn with the Ipomoea batatas king through five genotypes namcly varictics snch
~s Ndargu and Walo, the clone 2, the clone 19 and the clone 29. On the basis of this genotypes, it it
has been put in place protocol for the truc multiplication of swcct potato plantsby mcans of
microbouturagc of nodes in tlic MS medium in presence of ANA, BAP and GAl with a pH adjustcd 10
5,7. 11lC in vitro cultivation of meristcm tips on plants in green-bouse and on vitroplants gave
dceontaminated plantsn with AfA and BAP.- The implanting of vitroplants was obtaincd in the MS
medium with AIA (O,OSmg/l) and kinetine (O.Smg/l).
The capacitics of swcct potato explants embryos have been tested in the MS medium with different

. concentration on 2,4-D. This cxperiments permitted the formation of callus and in certain cases a
neoformation on roots and buds after transfcr in an induction medium, however without produçing
polar structure assimilable to somatic crnbryos. - .

Key words: Ipomoea batatas, in vitro, virus, mcristcm tips , somatic cmbryos.
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INTRODUCTION GENERAI,li:

La patate douce, la pomme de terre, l'igname, le manioc font partie des produits qui
bien vulgarisés, pourraient constituer des supports pour l'alimentation locale et créer les
conditions pour une meilleure sécurité alimentaire.
Ne nécessitant pas beaucoup de moyens d'exploitation, la patate douce dans nos pays sous
l'effet de la dévaluation monétaire, peut constituer une source alimentaire disponible et à
moindre coût, pouvant même concurrencer certains produits comme la pomme de terre.
L'intérêt alimentaire de cette plante et du rôle probablement économique qu'elle peut être
amené à jouer par le biais de l'exportation, justifient les études qui lui sont consacrées aussi
bien sur le plan national avec l'I.S.R.A au C.D.H, que sur le plan international via
l'A.V.R.D.C et l'I.I.T.A .
Mais malgré tous les efforts qui sont menés pour améliorer l'exploitation de cette culture,
certains facteurs limitent sa production. SIHACHAKR (1982), identifie ces problèmes et les
classe en trois catégories.

1- La difficulté de conservation des tubercules et la propagation de plants à partir de ces
derniers. En effet, ces tubercules dépourvus de dormance ne peuvent être conservés
longtemps et doivent être mis en germination une fois les conditions satisfaites

2- L'existence d'une très grande hétérogénéité au sein de celle culture dans une même
plantation. Des études ont montré que les différentes parties des tiges (KRAKER ct
BüLHUTS, 1967) ou de tubercules (CüRDNER el al., 1950 ) ne sont pas dotées des mêmes
potentialités, d'où l'existence de phénotypes différents entre individus d'une même plantation.

3- La présence de nombreux agents pathogènes tels que: la mouche blanche, les
pucerons responsables du complexe viral. A ces pathogènes. nous pouvons v ajouter les
nématodes principalement ceux du genre Meleidogyne plus répandus en Afrique Occidentale
avec Meleidogyne incognita, Meleidogyne javanica et Meleidogvnc aremaria

En ce qui concerne les attaques virales elles sont liées au mode de propagation de celle
plante, qui se fait essentiellement par multiplication végétative. Ces pathologies peuvent
entraîner une baisse considérable des rendements et même dans certains cas causer la quasi
"extinction" des variétés sélectionnées pour leur structure génétique intéressante (GUNKEL
el al., 1972).

La culture in vitro présente de nombreuses techniques pour l'investigation à la recherche
biologique et physiologique végétale. Elle est aussi utilisée pour la propagation de plantes au
service de la production. Toutes ces techniques procèdent de la même manière, en essayant
de contrôler les facteurs-de 'l'environnement (température, lumière, composition du milieu,
plI ...). Elles permettent aussi d'analyser la nature de l'expIant mis en culture pour mieux
connaître son fonctionnement physiologique afin de l'orienter vers un programme déterminé
de morphogenèse.



Certaines de ces techniques ont été utilisées pour l'amélioration de la production végétale:
des plus grandes cultures jusqu'aux arbres fruitiers en passant par les domaines de
l'horticulture. De tels avantages ont motivé le choix de cet outil.

Il s'agira dans ce travail de proposer un protocole de multiplication conforme et intensive
sur quelques variétés de patate douce cultivées au Sénégal par microbouturage de noeuds.
Nous présenterons ensuite les potentialités de la culture in vitro de méristèmes de patate

douce pour l'assainissement de plantes virosées. Dans le dernier chapitre, nous présenterons
les premiers résultats des investigations sur les capacités embryogènes des variétés de patate

douce les plus cultivées au Sénégal.
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A. ANALYSE nIDLTOGRAPHTQUE.

T. MTCROPROPAGATTON

Même si les premières tentatives de régénération de tissus apparaissent avec
HABERLANDT (1902); ROBBINS (1922) , on peut situer les travaux de GAUTllERET
(1959) sur la carotte, de NOBECOURT (1946) sur le même matériel végétal, comme étant le
début des premières étapes décisives pour la culture in vitro de tissus végétaux.
Depuis, plusieurs travaux font état de l'utilisation de cette technique pour l'amélioration
variétale des plantes. Elle est largement utilisée en horticulture depuis les travaux de DAUX
(1975) ; POITTTER (1976) ; BOCCON-GŒOT el al., (1978) sur le Sainpaulia. l~lle est
aussi utilisée en recherche forestière pour l'utilisation d'espèces adaptées à la sécheresse.

J. Microbouturage de noeuds.

La multiplication végétative de plante in vitro offre des possibilités de reproduction,
conforme ou non conforme selon les méthodes et de la nature de l'explant utilisé. Sur le plan
de la multiplication conforme, on utilise généralement un explant ayant une structure
organisée: bourgeon (fragments de tiges présentant un noeud.) d'où le terme microbouturage.
Il en résulte la production de plantes semblables à la plante-mère. Celle méthode est
essentiellement basée sur les capacités naturelles de la plante à la multiplication végétative.
Ce microbouturage ne peut être réalisé que si l'explant mis en culture est maintenu dans un
environnement favorable dont les conditions sont strictement contrôlées et maîtrisées, ce qui
permet à cette technique de jouer plusieurs rôles en permettant.

L'obtention de plantes conformes à la plante- mère avec une grande vitesse de
production .Ceci permet de mettre rapidement et en grand nombre sur le marché des variétés
rares ou obtenues à haut prix.

- La constitution de pieds- mères en vitrothèque. En effet la micropropagation permet de
stocker sur une petite surface une grande quantité de vitroplants pouvant servir de
pieds-mères. On peut ainsi arriver à la création de "banques" de plantes pour la collection
d'espèces ou de variétés présentant des intérêts agronomique, industriel, médical, horticole...

- La sauvegarde d'espèces en voie de disparition par une régénération intensive.
Mais le plus intéressant de cette technique, est sans doute la possibilité qu'elle offre pour la
programmation des différentes manipulations pendant toute l'année sans tenir compte des
conditions climatiques, saisonnières et autres.

Pour arriver à de tels objectifs, il serait nécessaire de prendre en compte ces quelques critères.

- La nature de l'explant et son emplacement au niveau de la plante-mère.
- L'âge physiologique de l'expiant.
- La période de prélèvement de l'expiant.
- L'état physiologique de la plante-mère à laquelle l'expiant appartient.
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Nous pouvons schématiquement sérier le microbouturage en quatre phases.

t. t. L'aseptie.

Une bonne prise en compte des conditions aseptiques est indispensable pour la réalisation de
la culture in vitro. L'aseptie est souvent facile chez certains organes protégés (méristèmes),
elle peut cependant être délicate chez d'autres organes en contact avec le sol (racines,
rhizomes et tubercules).
Les explants prélevés sur la plante-mère sont ainsi désinfectés pour J'élimination de tous les
agents responsables de la contamination des cultures. Ces explants peuvent provenir des
différentes parties de la plante, ainsi ils peuvent être des fragments de tiges ou de racines
entre autres.
L'aseptie concerne également la stérilisation de la verrerie par la chaleur humide par
autoclavage. La stérilisation des cultures est réalisée par autoc1avage par exemple à 110°C
pendant 20 minutes.
Les cultures sont ensuite effectuées sous hotte à flux laminaire après que T.es instruments
d'ensemencement soient flambés à la chaleur après trempage dans l'alcool 95°.

1.2. La multiplication.

Elle consiste à déterminer et à obtenir une grande quantité d'unités ct d'avoir le meilleur taux
de multiplication. Ces unités peuvent être de natures différentes selon le protocole à étudier (
noeuds, feuilles, apex... ). Chacune de ces unités conduit à un type particulier de
morphogenèse. Tl faudrait cependant dans le cadre d'une micropropagation "conforme", éviter
d'utiliser des unités qui peuvent entraîner d'importantes variations somaclonales.

1.3. Préparation des vitroplants à l'acclimatation.

Une méthode de multiplication végétative in vitro efficace, doit assurer un fort pourcentage
de plantules vivantes après leur sortie en tube et leur repiquage en serre. Ainsi avant tout
transfert sur un substrat d'acclimatation, on doit s'assurer que les virroplanis qui doivent être
acclimatés, ont une bonne vigueur et un bon niveau d'enracinement, leur permettant de
résister aux différents stress notamment au stress hydrique.

1.4. Acclimatation des vitro plants.

C'est une phase très délicate. La principale difficulté réside au fait que les racines des
vitroplants possèdent un épiderme non subérifié et des feuilles non cutinisées qui souvent
sont les causes de dessèchements des vitroplants. Mais aussi chez certaines espèces les
vaisceaux.du système racinaire sont mal raccordés àceux de la tige du fait de la présence d'un .
cal au contact du milieu ce qui limite les échanges entre parties aériennes et parties
souterraines.
Afin d'éviter ce désagrément, on place souvent les vitroplants à acclimater sous une
atmosphère contrôlée pendant une à trois semaines pour permettre la formation de racines
plus résistantes.
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PLANCHE N° I.

ORGANISATION DES MERISTEMES CHEZ LES ANGIOSPERi\iES.
Figure nO 1. Apex d'oeillet. La culture in vitro et ses applications horticoles, d'après Aügc
el a/.,( 1982).
Figure 0°2. Schéma d'un méristème de tige d'Angiosperme. Bases de la multiplication
végétative. Les méristèmes et l'organogenèse d'après Margara ( 19R2).
Figure n03. Schéma d'un méristème de racine d'Angiospermes. Bases de ia
multiplication végétative. Les méristèmes et l'organogenèse, d'après Margara (ll)g2)



2. Culture in vitro de méristèmes

Régions organogènes terminales, les méristèmes correspondent à des zones de haute
activité mitotique où les cellules constitutives sont toujours à l'état embryonnaire (cellules
indifférenciées). L'état juvénile de ces cellules de même que leur pouvoir mitotique élevé
justifient leur utilisation pour la régénération de plantes.
On distingue deux grands types de méristèmes, les méristèmes de tige et les méristèmes de
racine qui différent de par leur emplacement et leur organisation.

2.1. Organisation des méristèmes chez les Angiospermes.

Plusieurs théories ont été énoncées sur l'origine, la structure et le fonctionnement des
méristèmes, les développer ne nous paraît pas opportun. Ainsi nous nous limiterons à
l'organisation d'ensemble et aux faits fonctionnels les moins discutés.

2.1.1. Organisation du méristème de tige.

D'origine superficielle, le méristème de tige comprend essentiellement.
- Une partie épidermique composée de plusieurs assises cellulaires, la tunica.
- Une partie interne, le corpus qui a une seule assise cellulaire.
- Un centre quiescent où les cellules constitutives présentent une activité mitotique réduite.
- L'anneau initial présentant des cellules en division active.
- Un méristème médullaire.

21.2. Organisation du méristème de racine.

Structure souterraine, le méristème de racine présenterait une origine profonde avec:
- une coiffe terminale protectrice constituée de cellules mortes après desquamation,
- un centre quiescent révélé par les études histologiques, se trouvant au dessus des cellules
génératrices de la coiffe et qui présenterait une activité mitotique réduite ou nulle. Ce centre
n'est pas toujours visible chez les jeunes racines ou sa mise en place se fait tardivement,
- un stèle,
- un cortex.
On note aussi la présence de fuseaux.

2.2. Quelques applications de la culture in vitro de méristèmes.

Si la culture in vitro de méristème est principalement, comme son utilisation un moyen
d'assainissement pour les plantes virosées, elle" est 'aussi entreprise pour mieux connaître le
fonctionnement des méristèmes mais' aussi pour une multiplication conforme avec un taux
minimum de variations.
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2.2.1. Fonctionnement des méristèmes.

Les premiers travaux sur le fonctionnement des méristèmes furent menés par ROBBINS
(1922), ( sans succès) sur des extrémités de tiges et de racines de pois et de maïs. Ceci a
permis de se demander si les méristèmes avaient une autonomie de croissance ct de
développement ou s'ils dépendaient de l'action des substances provenant des différents
organes de la plante. C'est BALLE (1946) qui obtient pour la première fois la régénération cie
quelques plants de lupin et de capucine à partir d'apex. De même la culture cie points
végétatifs fut réalisée chez les Pteridophytes des genres Adantium. OSl77l1l7c/a. Selaginella,
par WETMORE et MOREL (1949) et WETMORE (1954).
Ces expériences fondamentales avaient pour but de rechercher les exigences cie
fonctionnement des méristèmes mis en culture. Actuellement la culture il/ vitro de
méristèmes est utilisée dans l'étude des processus impliqués dans la morphogenèse,
l'induction florale, le développement séquentiel du méristème floral ainsi que dans les
reversions éventuelles vers l'état végétatif.

2.2.2. La culture in vitro de méristèmes comme moyen d'assainissement de piailles
virosées.

La régénération de plantes à partir de pieds-mère viroses. est essentiellement basée sur
quelques observations intéréssantes. WHITE (1934) constata que les extrémités de racines de
tomate virosées cultivées, donnaient des plantes saines. LfMASSET et CORNUET (1949)
constatèrent l'absence de virus au niveau des méristèmes de plantes infectées. Nous
remarquons à travers ces différentes observations, une concentration croissante de virus des
parties les plus jeunes vers les parties adultes. Ceci permet donc de supposer que les limites
de la multiplication des virus se situerait au niveau de la zone sous méristématique, le
méristème lui même étant indemne.
Les raisons de cette répartition et le fait que les méristèmes dans la grande majorité des cas,
soient indemnes de virus, sont encore inexpliqués. Mais on pense généralement que les
cellules en voie de division active posséderaient une certaine immunité el aussi qu'une
compétition s'établirait entre les cellules méristématiques et les virus pour l'utilisation des
métabolites, compétition qui tournerait à l'avantage des cellules méristérnatiques.
Les études réalisées sur la thérrnothérapie semblent confirmer cette deuxième hypothèse car
une augmentation de la température favoriserait la multiplication des cellules mérisrématiques
tout en diminuant la vitesse de multiplication des virus.

A la suite de tels travaux, MOREL et MARTIN (1952 ct 1955) obtinrent pour la
première fois la régénération de plantes saines de Dahlia et cie pomme de terre à partir de
clones infestés par des virus. _
Ces travaux considérés comme significatifs apportent des renseignements aussi bien sur le
plan fondamental par la mise en évidence de l'aptitude des points végétatifs à la régénération
de plantes entières, que sur le plan appliqué avec la preuve expérimentale de la capacité des
tissus méristématiques à demeurer pratiquement indemnes de virus dans un environnement
tissulaire infesté.
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Cette technique a ainsi permis la régénération de plantes d'importance économiques telles que
la pomme de terre mais aussi la régénérations de quelques espèces fruitières telles que le
pommier, l'abricotier, le pêchier, le figuier, le fraisier et le bananier (BOXUS et DRUART
1986) . Elle fut ensuite élargie à d'autres espèces appartenant à des familles diverses, ainsi les
travaux de MELLüR et STACE-SMITH (1977) donnent une liste de quelques 34 cultivars
susceptibles d'être guéris par cette méthode.

2.2.3. La culture in vitro de méristèmes, comme moyen tic multiplication conforme avec
defaibles taux de variations somaclonales.

En plus de son rôle d'assainissement des plantes virosées, la culture in vitro de
méristèmes est aussi un puissant outil pour la multiplication conforme avec cIe faibles taux de
variations. Elle permet ainsi d'associer la lutte phytosanitaire à la micropropagation réalisable
avec un taux de multiplication élevé.

2.3. quelques difficultés liées à la culture in vitro tic méristèmes et les précautions il
prendre pour la réussite de cette technique.

La culture in vitro de méristèmes présente cependant quelques limites inherentes il la
technique, à la physiologie de l'expIant mis en culture et à la pathologie elle-môme.

- La technique.

Elle peut en fait constituer un facteur limitant la réussite de cette technique avec un taux de
dessèchement et de contamination assez sensibles selon les espèces.

- La physiologie.

Des expériences ont montré que chez les espèces herbacées, quand les méristèmes sont
prélevés sur des axes en croissance active, le taux de régénération atteint 80% à 90% de
l'effectif, ce taux est de 5% à ]0% quand le prélèvement se fait sur des méristèmes en
croissance ralentie MARGARA (1982).

- la pathologie.

Des travaux ont montré que certains virus s'éliminent plus facilement que d'autres. Ainsi chez
la pomme de terre, MOREL et al., (1968) de même que TEN ITOUTEN el al., (/968), ont
montré -que le virus "A" s'élimine plus facilement que le virus "X". Chez l'oeillet, STONE
(1968), montre que le virus du "ring-spot" s'élimine plus facilement que celui de la mosaïque.
Dansde tels cas on associe souvent la culture de ,méristème à là thérmothérapie (KASSANrS
(1965 et 1967). ,-
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Les plantes issues de culture in vitro de méristèmes, doivent nécessairement subir des
tests destinés à confirmer que les virus ont été effectivement éliminés. Ces contrôles peuvent
se faire soit par indexage sur des plantes sensibles aux virus comme le tabac ou le
Chenopodium quinoa (en général trois indexages suffisent et s'ils sont négatifs les plantes
sont alors considérées comme étant régénérées), soit par des méthodes sérologiques ou
immunologiques qui sont plus chères mais plus spécifiques car ciles permettent de tester des
virus connus, par exemple test ELISA.
Ces contrôles sanitaires ne peuvent cependant que renseigner sur la présence ou l'absence de
virus, mais non sur la qualité génétique des plantes. Des mutations sont toujours possibles
bien que rares, ainsi, doit-on s'assurer de la conformité des plantes avant leur distribution.
L'utilisation de cette filtre sanitaire peut restituer a certaines espèces leur aspect originel
qu'elles avaient perdu suite aux multiplications traditionnelles continues, source de
contaminations permanentes. Les plantes ainsi assainies présentent un gain de vigueur
souvent attribué au rajeunissement d'où Je terme de régénération AUGE et al., (1982).
Il faut, cependant, noter que même si cette technique permet d'éliminer les viroses, les plantes
indemnes obtenues ne sont pas pour autant immunisées, elles restent ainsi sensibles au même
titre que l'était la plante-mère. Ce qui nécessite donc dans la mesure du possible, d'éviter les
recontaminations et lorsqu'une telle disposition ne peut se prendre, il faut renouveler
régulièrement le matériel végétal.
Des expériences ont montré que si toutes ces précautions sont prises, les plantes saines
obtenues et mises en culture en plein champ peuvent conserver leur vigueur ct leur
productivité pendant au moins trois ans.

TT. Embryogenèse somatique.

L'embryon provient en général du développement d'un zygote lui-même issu de la
fécondation de l'oosphère par l'anthérozoïde, d'où le nom d'embryon zygotique. L'apport de la
culture "in vitro", a été de montrer que des cellules somatiques pouvaient produire des
structures semblables à des embryons zygotiques et connues sous le nom d'embryons
somatiques. Ainsi la capacité de reproduire un nouvel individu n'est pas seulement de
l'apanage strict du zygote, mais une aptitude fondamentale des cellules végétales qui, selon
HABERLANDT (1902) sont dotées d'une totipotence cellulaire. C'est à dire que quelque soit
leur origine, les cellules capables de se diviser, peuvent en principe régénérer des plantes
normales.
Cette théorie de la totipotence cellulaire ainsi que les observations faites sur la polyembryonie
avec la formation d'embryons spontanés issus de structures somatiques (micelle. synergides,
antipodes, téguments de l'ovule), ont servi de références quant aux expériences menées pour
l'obtention d'embryons somatiques "in vitro".

Ce sont principalement les études faites sur la carotte (Demens Garola) qui ont contribué
au développement des concepts sur l'embryogenèse somatique après que des observations
furent faites par NOBECOURT (1946) et LEVINE (1951) sur la néoformation de bourgeons
ou d'embryoïdes à partir de tissus. Les travaux sur l'embryogenèse expérimentale furent
initiés par RETNERT (1958) puis par STEWARD et MEARS (1958) sur la carotte (Daucus
carola).
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L'embryogenèse somatique se limite à quelques familles car elle ne s'exprime de manière
reproductible que chez certaines espèces suivant des conditions définies, à partir de certains
tissus et sur un milieu de culture approprié. En effet peu d'espèces sont aptes à cette
technique (AMMTRATO 1983) et pour certaines d'entre elles comme le palmier à huile
PANNETIER et al., (1981) et le caféier SONDAHL and SHARP (1977), l'embryogenèse
somatique est obtenue de manière indéfinie par embryogenèse adventive. Des résultats
similaires ont été obtenus par NAG et STREET (1973) sur des suspensions cellulaires de
carotte et par TISSERAT (1987) sur des cals embryogènes de palmier dattier (Phoenix
dactilifera).

De nombreux travaux sur l'embryogenèse somatique des conifères ont fait l'objet de
publications au cours des dernières années. C'est ainsi que des souches embryogènes ont été
obtenues par, HAKMAN et VON ARNOLD (1985), GUPTA et DURZAN (1986a), LELU
et al., (1987) sur Picea abies, HAKMAN et FOWKE (1986), LU et TIIORPE (1987),
surPicea glauca, GUPTA et al., (1987), BECWAR et al., (1988 )sur Pinus taeda. GUPTA
et DURZAN (1986b) sur Pinus lamertiana; LAINE et al., (1990) sur Pinus caribaea,
KROGSTRUP et al.,(1988), VON ARNOLD et WOODWARD (1(88) sur Picco sitchensis.
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tu. ft1/CROPROPAGATION ET REGENERATION CHEZ l.A PATATE DOUCE

Des études sur la culture d'organe ont été menées chez la patate douce pour la mise en
place de protocoles permettant une micropropagation intensive de celte plante à des buts
différents. C'est ainsi que WILLIAM et GRANT en 1960, ainsi que GRElC et SMITH à la
même date ont eu recourt à la régénération de plants de patate douce pour mieux connaître la
nutrition minérale de ce tubercule. Sur le plan de la lutte phytosanitaire, les travaux de
JONES and GUTHBERT (1973), de SEBGAL(1975 et 1978), de UZT et CONEVER
(1978), ainsi que ceux de JONES and DUKES (1980) et de CLARK (1986) font état de la
régénération et de la micropropagation de plants de patate douce in vitro contre l'attaque des
différents agents pathogènes.
L'action des substances exogènes sur les capacités morphogènenétiques de différents explants
de patate douce, a été étudiée par HOUNDONOUGBO (1975 et 1989) et YAMAGUClll
(1978) après les travaux de NAKAJTMA et KAWAKAMT (1969) : YAMGUCHI et
NAKAJlMA (1972) ; GUNKEL el al., (1972) et HOZYO (1973).
D'autres tentatives de régénération et de micropropagation furent ensuite menées ct ce sur
des explants variés. Ainsi MURATA el al., (1981), obtinrent la régénération et la
multiplication de plants de patate douce à partir de pétioles. Quant à ALLOUFA M. (1990)
il n'a obtenu que des cals sans aucune régénération à partir de disques de tubercules,
Bien que tous ces travaux mentionnent la néoformation de bourgeons adventifs ù l'exception
de ceux d'ALLOUFA, une grande partie de néoformations caulinaircs n'a étéobtenue que par
SEHGAL (1975) à partir de cals de feuilles et par SEHGAL (1978) : TSAy ct TSENG
(1979), sur des cals de parois d'anthères.
Dans tous les cas précités, la néoformation de bourgeons est consécutive à une phase
callogène et d'une manière générale on note une grande variabilité génétique chez les clones
issus de cals.
Mais avec les travaux de SIHACHAKR (1982); de SCARAMUZZIf DEGAETANO (1983)
et de SEBASTlAO el al., (1991) on assiste à une régénération directe, ceci à partir de
différents types d'explants (noeuds, entre-noeuds, feuilles entières, limbes, pétioles, ct apex).
Ces dernières études sont d'autant plus intéressantes qu'elles réduisent les variations
somaclonales à leur strict minimum.

Des études sur la régénération de plantes de patate douce atteintes de viroses à partir de
culture de méristème ont été réalisées par NlELSON (1.960); LOnENSTEIN et lTARPAZ
(1960); MORI (1971); OVER DE LINDEN et ELLIOT (1971): ALCOl\rERO el al., (1975);
TERRY (1981) mais aussi ARRENDELL and COLLINS (1986).
La culture de méristèmes de plantes de patate douce pour la micropogation de dette plante
avec un taux réduit de variations somac1onales a été réalisée par ELLIOT (1969); LIZT et
CONEVER (1978). De plus des études menées au Brésil ont permis l'amélioration des
rendements sur quelques variétés de patate douce par culture d'apex SEnASTlAO el al.,
(1991).

Quant aux travaux sur l'embryogenèse somatique chez la patate douce, ils ont
concernées un nombre important d'explants. C'est ainsi que TSAy and TSENG (1979), ont
pu obtenir la régénération par embryogenèse somatique de plantes de patate douce à partir de
paroi d'anthère. D'autres résultats satisfaisants ont été obtenus par différents auteurs sur des
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feuilles, pointes apicales, tiges et racines LIU and CANTLTFFE (1984), mais aussi sur des
bourgeons latéraux JARRET et al ..(1984) et CI-IEE and CANTUFFE (1988).
JI faut ajouter à ces travaux. les publications de CHEE and CANTLIFFE (1989a; 198%;
1(92), CHEE et al..(1992) mais aussi celles de MARTE E. BJENJEK el al.,(1995).
Tous ces auteurs ont pu obtenir, la régénération de plantes de patate douce par
embryogenèse somatique. cependant il faut noter que ces travaux n'ont intéressé qu'un
nombre limité de génotypes.Toutefois, les travaux de CAVALCANTE el al.,(1994),
montrent un élargissement du matériel végétal sur la même espèce ilpomoea halalas)avec
quelques dix cultivars.
Nous nous proposons dans cette présente étude, de tester les capacités à l'embryogenèse
somatique de quelques varietés locales de patate douce séléctionnées pour des critères
agronomiques d'adaption et de rendement par le C.D.H/I.S.R.R.A.
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PLANCllE N° II.

PI Jc:J)S-M Eln:S FOU I{N ISSANT NOELJnS ET MERISTEMES POli R LA
lVIICltOPI{OPAGATION

Figure 11°4. Variété Ndargu, variété Walo et clone 19.
Figure nOS. Clones 2 et clone 29.



Figure 11°4 . Variété Ndargu , variété Walo et clone 19.



n. MATER1ELS ET METHODES

I. La plante

1. Origine et production.

Originaire de l'Amérique tropicale, la patate douce, espèce batatas n'existerait plus
aujourd'hui à l'état sauvage. Elle est maintenant cultivée dans toutes les régions tropicales et
subtropicales du monde, de même que dans certaines régions tempérées. On la rencontre
principalement en Asie avec comme principaux producteurs la Chine, l'Indonésie, la Corée et
le Japon.. Elle commence à se vulgariser en Inde. En Amérique latine, le Brésil constitue le

principal producteur de cette plante où elle est cultivée pour des fins commerciales locales
mais ne fait point l'objet d'échanges commerciaux internationaux. La patate douce est aussi
largement cultivée en Afrique où elle s'insère bien dans le système d'exploitation grâce à son
mode de croissance agressif qui écarte les mauvaises herbes.
La patate douce est une culture qui n'épuise généralement pas le sol et les paysans africains
pensent que, cultivés après la patate douce, les céréales donnaient de meilleurs rendements.

Considérée comme une culture secondaire mineure, la patate douce donne cependant de
bons rendements et ne requiert qu'un minimum de pratiques culturales. Elle est tres répandue
avec une production mondiale de 133.2 millions de tonnes occupant ainsi le troisième rang
mondiale (F.A.a. 1989). Au Sénégal, cette production dépasse les 4000 tonnes pour une
superficie de moins de 1000 hectares. Les rendements peuvent varier de 25 à 50 t/ha selon les
variétés. Les rendements les plus élevés sont obtenus pendant la période comprise entre Mars
et Juin. (lSRAICDH 1995).
C'est une plante qui, en quatre mois, donne plus de glucides à j'hectare qu'une igname en sept
ou huit mois.

Le tableau N'T donne la productivité comparée de quelques céréales ct tubercules.
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TABLEAU N°TProductivité comparée des racines et tubercules et des céréales.

Tonneslha cal/100g Portion Cal/ha Durée de Cal/ha/jour
comestible

106 croissance
IOJ

(Olt)
(jours)

Riz 2 352 70 5 150 33

Ble 1,2 344 100 4,1 120 34

Maïs 2,1 363 100 7,6 135 56

Manioc 9,1 153 83 Il,6 310 35
-

Patate 6,5 114 88 6,5 135 48
douce

Tgname 8 104 85 7,1 280 25
---~------~ ----------

Colocasia 5,8 113 85 5,5 120 46
- - - -------_.. -- - ~ --- -- ---- ---

Source: De Vries, C.A et al., 1967.

L'analyse de ce tableau, montre que la pattate douce fournit plus de calories/hectare/jour que
tous les céréales et tubercules répertoriés dans le tableau et que le pourcentage de la portion
comestible est la plus importante parmi toutes les tubercules. Ceci montre que la patate
douce est une souce d'énergie disponible.

2 Teneurnu"itionneUe

Cultivée à la fois pour ses grosses racines et ses feuilles, la patate douce fournit
essentiellement des glucides
C'est une plante riche en eau, avec une teneur de 50 à 60% dans les variété farineuses,
laquelle teneur peut aller jusqu'à 80% du poids frais de tubercule dans les variété tendres et
glutineuses.
La patate douce contient plus de protéines, avec des teneurs allant de 1 à 2.5% que dans les
autre tubercules y compris le manioc et l'igname F.A.a. (1989).
La plus part des tubercules' contiennent en plus, de la vitamine C ( hien qu'une bonne partie
soit perdue par traitement et par cuisson), des caroténoïdes précurseurs de la vitamine A. Ces
carotenoïdes sont plus fréquentes dans les variétés jaunes nota minent chez les cultivars à
chair orange, elles deviennent rares dans les variétés blanches.
Les feuilles en plus de leur richesse en caroténoïdes, renferment du calcium et de la
provitamine A. Elles contiennent en poids sec environ 8% de fécule, 4% de sucre et jusqu'à
27% de protéines. Elles sont largement consommées en plats d'accompagnement, bouillies ou
frites avec oignons, tomates et épices, mais on peut en mettre dans la soupe ou le ragoût.
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3. Taxonomie.

La patate douce:lpomoea balatas, est un dicotylédone à évolution gamopétaléc avec un
ovaire supère, appartenant:

- à l'ordre: Lamiales,

- au sous-ordre: Tubif1ores,

- à la famille: Convolvulacée,

- à la sous-famille: Convolvulée,

Le genre Ipomoea présente des souches sauvages d'espèces diverses mais Ipomoea
batatas est la seule du genre à être utilisée comme produit comestible et décoratif On note
cependant des genres voisins de Ipomoea tels que les genres Merremia et Quamoclit
beaucoup plus fréquents dans les régions tempérées.

Ipomoea balatas et les genres voisins sont classés en trois groupes scion leur unrniturc
chromosomique NISHIVAMA el al., (1975). Les espèces du premier groupe comprennent
Ipomoea batatas (2n=6x=90) avec trois autres espèces qui sont lpomoea II'UMa (2n 4x"" <)0)
qui serait l'ancêtre direct de la patate douce, Ipomoea littoralis (2n=4x=60) cl lpomoea
lettcantha (2n=2x=30). Le deuxième groupe contient quatre diploïdes (2n=2x=JO) espèces,
Ipomoea triloba, Ipomoea lacunosa, Ipomoea tricocarpa et Ipomoea ramoni. Les deux
autres tétraploïdes à savoir Ipomoea gracilis et Ipomoea tiliacea du troisième groupe, n'ont
pas une garniture chromosomique clairement définie.
La patate douce présente en plus une autoincompatibilité génétique avec un taux d'allogamie
estimé à 60%. IL a aussi été noté, une incompatibilité de croisement entre certaines espèces
Edmond et al., (1971).

II. LA CULTURE IN VITRO.

l.Prélèvement et stérilisation du matériel végétal.

Le matériel de départ est constitué de boutures de JO cm appartenant à deux variétés (Walo
el NJ)ar!,'1') et à trois clones (clone "2", clone" J9" et clone "29"), toutes âgées de 60 jours.
Enes nous ont été fournies par Je C.D.H. Je 03 janvier 1995, et le repiquage en pots effectué 3
jours après. Les boutures ainsi repiquées ont été placées en serre.
Ces différentes variétés et clones se distinguent bien par leurs aspects à savoir la couleur de
la peau et de la chair avec One peau rouge et une chair orange pour la variété Ndargtt, une
peau blanche et une chair jaune pour la variété Walo et le clone "29", une peau blanche et une
chair blanchâtre pOUJ le clone "2" et pour le clone "J9", une peau blanche et chair
blanc-laiteux.
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Tableau nO n : Composition du milieu de base pour le microbouturage et la culture
de méristème.

Microbouturage et culture de méristèmes

Macroéléments de Murasbige et Skoog (1962) en mg/I

KN03 1 900

NH4N02 1 650

CaC12-2H20 440

MgS04-7H20 370

KH2P04 170

Microéléments de Murashige et Skoog (1962) en mg/I
-

KI 0,83

MnS04-4H20 22,3

ZnS04-7H20 8,6

H3B03 6,2
••--~_._-_._-_.__ o. -- -----

Na2Mo04-2H20 0,25
--~--~---- - - ---

CuS04-5H20 0,025

CoC12-6H20 0,025

Vitamines de Nitsch-Nitsch (1965) en mg/l

Inositol 100

Thiamine-HCI 0,5

Nicotinic-Acid 5

Pyridoxine-HCI 0,5
----

Biotin 0,05

Folic-acid 0,5

Fer chélaté en mg/I

FeS04 27,8

EDTA 37,3

Saccharose 30g/l

Agar 7g/1

Le pH est ajusté à 5,7 pour la micropropagation et de 5,8 pour la culture de méristème.

r
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Le choix de ces cinq génotypes se justifie par leur grande sensibilité aux différentes
attaques virales. Dans cette étude, nous cherchons à proposer un protocole d'assainissement
et de micropropagation de quelques espèces locales de patate douce.

1.1. Microbouturage et culture de méristèmes.

Pour la micropropagation par microbouturage de noeuds, des fragments de 1 cm sont
prélevés de manière non aseptique sur les plantes mobilisées en serre.
Ces fragments de noeuds, issus des zones apicale et médiane pour leur meilleur taux
d'enracinement SlliACHAKR (1982), ont été désinfectés avec de l'hypochlorite de calcium
7% pendant 25 minutes et du chlorure mercurique 10

/ 00 pendant S minutes. Ces explants sont
ensuite lavés trois fois avec de l'eau distillée stérile, pendant 15 minutes (5 minutes par
lavage). Après un tel traitement nous avons obtenu le meilleur taux de démarrage et le plus
faible taux de contamination.

.Pour la culture de méristèmes, les fragments ont été prélevés sur des vitroplants issus du
deuxième et troisième repiquage et sur des plantes mobilisées en serre pendant cinq mois.
Nous avons effectué sur les apex prélevés sur les plantes mobilisées en serre, une désinfection
en les maintenant dans de l'hypochlorite de calcium 7% durant S minutes et en les lavant trois
fois à raison 5 minutes par lavage avec de l'eau distillée stérile. Sur ces fragments , a été
prélevé, sous hotte stérile à flux laminaire avec une loupe binoculaire à lumière froide,
uniquement le dôme méristématique. Tout au début des manipulations, le dôme
méristématique a été prélevé exceptionnellement avec les deux derniers primordia foliaires.

1.2. Embryogenèse somatique.

Pour l'embryogenèse somatique, des pointes apicales de O,Scm de long ont été prélevées
sur des vitro plants stériles issus des troisième et quatrième repiquage pour leur initiation en
cals.

2. Milieux et conditions de mise en culture.

2.1. Microbouturage et culture ce méristèmes.

Le même milieu de base (tableau N°Il) a été utilisé pour la culture de méristème et pour
la micropropagation par microbouturage de noeuds. Il s'agit du milieu de MURASnTGE et
SKOOG (1962) auquel nous avons ajouté du Fe-EDTA , des vitamines de NITSClI et
NITSCH (1965) du' saccharose 3%.
C'est un milieu gelosé avec 0.7%·d'agar pour le microbouturage et un plI ajusté à 5.7. Ce
milieu 'a été distribué' dans des tubes à raison de 10 ml par tube et dans des bocaux avec 50 ml
par bocal.
Ce milieu est gélosé avec 0.7% d'agar mais aussi liquide, pour la culture de méristème avec
un pH de 5.8, reparti dans des tubes à raison de 10 ml par tube. Nous avons utilisé des ponts

.de papiers filtres sur milieu liquide pour une meilleure oxygénation des explants.
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Tableau nO fi : Milieu de base pour l'initiation des explants en cals au cours des
tests sur l'embryogenèse somatique.

Macroéléments de Murashige et Skoog (1962) en mg/I

KN03 1 900

NH4N02 1 650

CaC12-2H20 440

MgS04-7H20 370

KH2P04 170

Microéléments de Murashige et Skoog (1962) en mg/I

KI 0,83
MnS04-4H20 22,3
ZnS04-7H20 8,6
H3B03 6,2
Na2Mo04-2H20 0,25
CuS04-5H20 0,025
CoC12-6H20 0,025

Inositol 100
Thiamine-HCI 0,5
Niotinic-acid 5
Pyrodoxine-HCI 0,5

Fer Chélaté en mgll

FeS04 27,8

EDTA 37,3

Saccharose 30gl1

pH 5,8

Agar 7g11



La stérilisation des milieux s'est faite à l'autoclave à 120°C pendant 20 minutes pour le
rnicrobouturage et par stérilisation filtrante (milieu liquide) à .l'aide d'encoches stériles pour la
culture de méristème.
Ce milieu de base a été enrichi par différentes doses de régulateurs de croissance et en
plusieurs combinaisons dont les résultats seront exploités dans le chapitre suivant.

Les conditions de culture sont les mêmes pour les deux séries de manipulations, ainsi les
tubes sont maintenus dans une même chambre de culture à 27°C avec une photopériode de
16h/jour, une hygrométrie de 70% et une luminosité égale à 2) à 80 ~lE S·I 111-

2 assurée par
des tubes fluorescents de 58W.

2.2. Embyogenèse somatique.

- Milieu d'initiation pour la callogenèse.

Durant cette étape , nous avons utilisé comme milieu de base du MS nommé MS"
(tableau N°III) avec les sels minéraux de MURASHIGE et SKOOG (1962), de )OOp M de
Mio-insitol , de 5f.lM de Thiamine-HCl , de 10IlM de Nicotinic-acid, de )~IM de
Pyrodoxine-HCI du Fe-EDTA et 3% de saccharose. C'est un milieu gélosé avec 0.7% d'agar
et le pH est ajusté à 5.8.
Pour la première expérience, ce milieu a été enrichi par différentes concentrations en 2,4-0
ce qui nous a amené de tester quatre milieux qui sont:

-M.So (milieu A),
-M.So. + 0,1 mg de 2,4-D (milieu B),
-M.So. + 0,2 mg de 2,4-D (milieu C),
-M.So. + 0,4 mg de 2,4-0 (milieu D).

Ces différents milieux sont répartis dans des bocaux à raison de 50ml/boca1. Pour chaque
milieu nous avons neuf bocaux avec trois explants/bocal d'où vingt sept explants pour chaque
milieu et par génotype. Les bocaux ont été réparti en trois périodes de deux, quatre cl six
semaines. Cette expérience n'a été réalisée que sur quatre des cinq génotypes de départ car
pour le clone "2911 beaucoup de vitroplants ont été perdus pour cause de contamination
bactérienne et mychorales.

Compte tenu des résultats limités obtenus lors de la première expérience, nous avons
programmé une autre serie de manipulations en augmentant d'une part la quantité de 2,4-0
combinée avec à la BAP et d'autre part en changeant les conditions de mise en culture.
Nous avons maintenu les concentrations O,4mg/l ct 0.2 mg/l de 2,4-0, car elles se sont
averées satisfaisante pour la callogenèse sur le milieu d'initiation.

Les bocaux ensemencés sont répartis en deux groupes de quinze bocaux avec trois
.explants par bocal, ceux du premier groupe sont placés sous une alternance lumière-obscurité
avec 16h de lumière, à une température de 27°C, à 70% d'humidité relative .pour une
intensité lumineuse de 25 à 80 ù E S·I m'2 , tandis que ceux du deuxième groupe sont à
l'obscurité totale à une température de 27°C , pour une hygrométrie de 70% ct la même
intensité lumineuse.
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- Miflèu d'induction.

Le même milieu sans hormones, à savoir le milieu MS. a été utilisé pour l'inductiondes
embryons sur les cals obtenus lors de la phase d'initiation. Les cals ainsi repiqués en milieu
d'induction gélosé avec 7mg/I d'agar, ont été placés dans une chambre de culture avec une
photopériode de 16 heures de jour sous une température de 27°C.
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Figure n°'6. Microbouture de noeud
près 5 jours de mise en culture.

-1.'!. 1.... .------

figu re 0°7. Microbouture de noeud
après 15 J OUiS de mise en culture,



C. RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. MICROPROPAGATION.

1. Mlcrobouturage de noeuds.

1.1.Choix d'une auxine.

Le milieu de base MS (1962), que nous avons utilisé, a été enrichi en auxines du fait du
retard de démarrage observé chez les explants mis en culture dans ce milieu. Ainsi comme
auxines, nous avons testé l'ANA et l'AIA qui d'une manière générale, sont favorables pour
l'organogenèse chez la patate douce, HOUNDONOUGBO ( 1989).
Les résultats obtenus dans cette expérience sont consignés dans le tableau nOIV.

Le nombre d'explants utilisés par génotype et par milieu est égal à 10

TABLEAU N°IV. Pourcentage d'explants qui ont débourré pour les différents
génotypes en fonction de l'auxine utilisée.

Walo Ndargu Clone" 19" Clone "29" Clone "2"

M.So 70% 60% 60% 70% 60%

M.So+ 80% 70% 60% 50% 70%
ArA

(O,Olmgll)

M.So+ 90% 70% 75% 60% 80%
ANA

(O,Olmg/l)

L'analyse du tableau N°lV ci dessous montre que, aussi bien l'ANA que l'AIA ont donné un
bon pourcentage de démarrage des explants pour tous les génotypes. Mais il s'est avéré que
les explants ensemencés dans le milieu contenant l'ANA, régénéraient plus précocement par
rapport à ceux ensemencés dans le milieu avec AlA.
Il faut cependant noter que SIHACHAKR (1982) a obtenu de bons taux de démarrage avec
l'A.LA (1 mg/I) comme source d'auxine sur un milieu avec les macroéléments de
MURASmGE et SKOOG (1962) et des microéléments de TIEU,ER (1953) sur une variété
de patate douce originaire de la Guyane.

Une fois l'auxine déterminée, nous avons ensuite recherché les doses optimales pour une
meilleure croissance des explants. Ainsi quatre gammes de concentrations ont été déterminées
en plus du milieu de base. Les résultats-ainsi obtenus ont été consignés dans Je tableau N°V.

Le nombre d'explants utilisés par génotype et par milieu est de 10.
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Figure n08. MuJtiplication eo masse sans GA)"

lt, , .....,---

Figure 0°9. Multiplication en masse en présence de GAT
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TABLEAU N°V. Pourcentage de reprise de microboutures de noeuds des génotypes
en fonction de la concentration en ANA du milieu.

Walo Ndargu Clone" 19" CIon "29" Clone "2"
-

M.So 60% 70% 50% 60% 60%

M.So+ANA 80% 60% 90% 70% 80%

(O,025mgll)

M.So+ANA 90% 80% 80% 70% 90%
(O,05mgll)

M.So+ANA 20% 10% 30% 10% 20%
(0,1 mgll)

IO~M.So+ANA 1O~'o 10% 20% 10%
(Imgll)

A la lecture du tableau N°V, nous constatons une faible reprise des cxplanis pour des
concentrations d'A.N.A supérieures à 0,05mg/1 . Nous avons alors conservé cette
concentration cie 0.05mg./1 pour la suite cie notre travail. Sur le même milieu de base ,
SEBASTIAO et al.,(1991), ont utilisé une dose voisine de celle-ci à savoir 0,03mg/1 pour la
régénération de plants de patate clouce à partir d'apex végétatifs.

Après avoir retenu l'ANA comme auxine, nous nous sommes intéressés à la composante
cytokinine du milieu afin d'obtenir la ramification cles vitoplants car jusque là nous n'avons pu
avoir qu'une seule tige feuillée. Et pour se faire, nous avons testé différentes closes de n.A.r
(0,25mgl1 , 0,5mg/l et 1mg/l) et aussi cie kinétine pour les mêmes concentrations. Mais
quelles que soient la source de cytokinines et les concentrations utilisées, nOLIs n'avons pas pu
obtenir la ramification des explants. Par contre nous avons noté de bons taux de démarrage
entre 80 et 100% selon les génotypes avec 0,5mg/l cie RA. P après seulement S jours de mise
en culture.

t.2.CllOix du GA J

Même si la combinaison A.N.A - B.A.P a donné plus rapidement de bons taux cie
démarrage, il reste cependant que nous avons constaté une faible élongation des
entre-noeuds, l'adjonction. de GA) en faible concentration (O,OSmg/1) nous a permis d'avoir
une meil1eure élongation des pousses feuillées.
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I.L'Résultas du développement des mlcroboutures après détermination du milieu.

Le milieu type utilisé après ces différents tests, est composé du milieu à base MS. (1962)
auquel nous avons ajouté O,OSmg/l d'A.N.A, O.Smg/l de B.A.P et O,OSmg/l de GA1.

Les tableaux N°YI, VII, YIII et IX, montrent les résultats de la première mise en culture et
de trois autres subcultures.

TABLEAU N°VI. Mise en culture initiale de fragments de noeuds. résultats aprés 30
jours.

Walo Ndargu Clone" 19" Clone "29" Clone "2"

nombre 24 24 24 24 24
d'explants mis

en culture

pourcentage 67% 25% 21% 100% l3%
de

contamiuation
._--- ~~-_ .. -- .._.- - , -_ .. - .

Pourcentage 30% 75% 42% 0 67%

d'explants
débourrés

Pourcentag 3% 0 37% 0 0
d'explants
nécrosées

Nombre de 7 6 5 6 6
noeuds par
vitroplant

Nombre de une seule une seule une seule une seule une seule
ponsses par
vitroplant

longueur des 7,5 cm 8cm 9cm 8cm 8,5 cm
vitroplants

Enracinement très très très très très
des satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant sat isfaisant

vitroplants
,-, ,-

Couleur J'es vert-foncé vert-clair verte verte vert-clair
vitroplants

Cal cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel
basal basal basal basal basal -
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TABLEAU N°VTT. Subculture Tde noeuds. Résultats après 30 jours.

Walo Ndargu Clone" 19" Clone "29" Clone "2"

Nombre 33 37 62 34(2C mise en 14

d'explants mis cul ture)

en culture

Pourcentage 54% 11% 0% 85% 7%

de
contamination

Pourcentage 42% 89% 92% 9% 78%
d'explants
débouré

-----

Pourcentage 4°/ 0 8% 6°/ 15%10 /0

d'explants
nécrosés

--- _. -- --_._-- ---,,- --- --- -- ~._.- --"

Nombre de 6 6 5 5 6

noeuds par
vitroplant

---

Nombre de une seule une seule une seule une seule une seule
pousses par
vitroplants

Longueur des 8cm 7,5cm 8cm 7cm 9cm
vitroplauts

---------- ----- --_._--

Enracinement très très très très très
des satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant

vitroplants

Couleur des vert-foncé vert-clair verte verte vert-clair
vitro plants

--- ----~-----

Cal cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel
basal basal basal basal basal

--~-----_.

21



TABLEAU N°VIIT. Subculture II de noeuds. Résultats après 30 jours.

Walo Ndargu Clone"19" Clone "29" Clone "2"

Nombre 61 158 281 24 37

d'explants mis
en culture

Pourcentage 21% 21% 31% 29% 0°1/0
de

con tamination

Poucentage 79% 78% 69% 71% 59%
d'explants
débourê

Pourcentage 0 1% 0 0 41
d'explants
nécrosés

~------ ------- ----

Nombre de 6 7 7 7 7
noeuds pa."
vitroplant

Nombre de une seule une seule une seule une seule une seule
pousses par

explants

Longueur des Sem 9clll 8cm 7,5cm 9cIll
vitroplants

Enracinement très très très très très l
des explants satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant

Couleur des vert-foncé vert-clair verte verte vert-clair
vitroplants

Cal cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cica iriciel cal cicatriciel
basal basal basal basal basal

---_._-- -~----_._--
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Figure non. Vitroplants acclimatés en ser re pendant 25 jours.



TABLEAU N°IX. Subculture Tlf de noeuds. Résultats après 30 jours.

Walo Ndargu Clone "19" Clone "29" Clone "2"

Nombre 123 112 112 48 124

d'explants mis
en culture

Pourcentage 10% 15% 5% 15% 0%

de
contamination

Pourcentage 88% 80% 89% 62% 97%

d'explants
débouré

Pourcentage 2% 5% 6% 1% lOlo
d'explants
nécrosés

----- .- -,- -,-,--,- -- ---- __ 0.___ -

Nombre de 7 6 7 () 7
noeuds par
vitroplant

Nombre de une seule une seule une seule une seule une seule
pousses par
vitroplants

Longueur des 8cm 7,6cm 8cm 7,5cm 9cm
vitroplants

- ---------- -----------

Enracinement très très très très très
des satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant satisfaisant

votroplants

Couleur des vert-foncé vert-clair verte verte vert-clair
vitroplants

-~

Cal cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicatriciel cal cicaticicl
basal basal basal basal basal

-Les résultats obtenus montrent, que la mise en culture d'un fragment de noeud de 1 cm
après un mois, donne une seule tige feuillée verte avec des longueurs comprises entre 8 et 9
cm selon les génotypes. Nous avons pu noter à la base des vitroplants la présence d'un cal
cicatriciel de petite taille.
Nous avons aussi noté que la période de production optimale de vitroplants se situe au cour
de la premiére subculture.Ainsi pour toute exploitation de cette étude pour une propagation
intensive, les vitroplants peuvent commencer à être acclimatés après cette phase.
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A la suite des résultats obtenus depuis la mise en culture jusqu'à la troisième subculture,
nous avons noté des différences selon les génotypes du taux de multiplication ( nombre de
noeuds contenus dans une tige et susceptibles d'être mis en culture) en fonction du temps. Le
tableau N°X donne le taux de multilplication des différents génotypes aprés 15 et 30 jours de
mise en culture.

TABLEAU N°X. Taux de multiplication des génotypes en fonction du temps de mise en
culture.

Après 15 jours de mise en Après un mois de mise en
culture cult lire

Walo 4,5 6,5

Nlïargu 4,25 6,25

Cloue "2" 4 6,75

Clone "19" 3,75 6,25
--------~~-----

Clone "29" 3 ()
- --- -0 ~__ ~___ - -- ._-

Ce taux de multiplication déduit des quatre repiquages, a été calculé chez les explants qui
ont débourré. Ce taux de multiplication des débourrés (T.M.D) est le rapport du nombre
total de noeuds pour chaque génotype sur le nombre d'explants qui ont débourré.

Mais pour mieux apprécier le taux de multiplication reél pour chaque génotype, nous
avons comparé (tableau N°XI) le T.M.D avec le taux de multiplication global (T.M.G), qui
est le rapport pour chaque génotype du nombre total de noeuds sur le nombre total d'explants
mis en culture.

TABLEAU N°XT. Comparaison entre le T.M.D et le T.1\1.G pour chaque génotype
après lin mois de mise en culture.

T.M.O T.M.G
._----~-~~---

Walo 6,5 6,25

Ntlargu 6,25 6

Clone "2" 6,75 6,25

Clone "19" 6,25 6

Clone "29" 6 3
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Une grande différence apparaît, à J'analyse de ce tableau comparatif, entre le T. M.D et le
T.M.G chez le clone "29", laquel1e différence s'explique par le fait que beaucoup d'explants
de ce clone sont perdus pour cause de contamination limitant ainsi sa micropropagation. Pour
les autres génotypes, les contaminations étant limités.les différences entre le T.M. D ct le
T.M.G ne sont pas significatives.

Le microbouturage de noeuds in vitro est facilité chez la patate douce par un fort taux
d'enracinement observé chez tous les génotypes étudiés sans traitement préalable ni conditios
particulieres. Ainsi, le même milieu a permis aussi bien le démarrage du bourgeon axillaire
que à son enracinement. L'apparition de racines se note généralement 7 jours après la mise en
culture, soit 2 jours après le démarrage du bourgeon axillaire.Mais dans le cas où l'expIant est
constitué de noeuds à bourgeon apical, nous constatons une apparition plus précoce de
racines, c'est à dire en même temps que le démarrage du bourgeon. Ceci constitue la seule
différence constatée entre les noeuds avec bourgeon apical et les noeuds avec bourgeons
axillaires.

Nous notons une certaine différence dans la morphologie de ces racines avec:
-des racines longues, épaisses et peu nombreuses, ayant une origine bien déterminée au

niveau du noeud. Ces racines peuvent même être observées sous forme d'ébauches
méristématiques avant le repiquage ( racines nodales),

-des racines plus nombreuses ct plus fines, sont néoformées à la base des boutures (racines
internodales).
Toutes ces racines présentent un géotropisme positif. SIHACIIAKR (1982) a constaté en
plus des racines présentant un géotropisme positif, d'autres à géotropisme négatif sur des
cultures d'entre-noeuds et des racines présentant les deux types de géotropisme sur des
cultures de pétioles isolés.

Le polymorphisme racinaire ainsi observé chez la patate douce ne se limite pas à ces trois
types. En effet il a été constaté par SIHACHAKR (1982) chez cles vitroplants âgés cie 8
semaines une augmentation de l'épaisseur des racines pouvant atteindre 2 mm, cette
augmentation peut aller jusqu'à 4 mm, mais ne dépasse jamais 7 mm sur des viotroplants âgés
de 24 semaines, SIHACHAKR (1980c).
Dans notre étude, nous n'avons observé aucun phénomène de tubérisation même sur des
vitroplants âgés de 10 semaines.

En conclusion de cette partie, nous pouvons dire que la multiplication in vitro par
microbouturage de noeudsavec bourgeon axillaire ou apical, est satisfaisante chez la patate
douce vu les résultats obtenus pour l'ensemble des génotypes étudiés. Cette technique nous a
permis d'obtenir des vitroplants présentant les mêmes caractéristiques que les individus de
départ c'est dire donc une conformité du matériel végétal.
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Figure nOlO. Méristème prêt à être excis é.
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Figure non. Méristème apl-ès
13 jours de mise en cultu re.

Figure 0°12 . Développement ct enracinement
d'un virroplant issu par culture de méristème.
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2. culture in vitro de méristème.

2.1. Reprise du développement des mérltèmes.

Cette reprise du développement des méristèmes a été testée dans plusieurs milieux avec
comme source d'auxine l'A.I.A au vu les résultats satisfaisants obtenus par différents auteurs.
L'AT.A a été combinée à différentes doses de cytokinines constituées de la RA.P et de la
kinétine. Les différentes combinaisons d'hormones de croissance nous ont permis
d'expérimenter quatre milieux avec une dose fixe en GA, qui est de 0.5mg/1.

-MSo : milieu o.
-M.So+ AI.A (O,Olmg/l) + kinétine (0, lrng/l) + GA3 (0,5mg/1) : milieu P.
-M,Sa + AJ.A (0,05mg/1 ) + B.AP (0,1 mg/I) + GA3 (0,5mg/1) : milieu Q.
-M,S a + AI.A(0,05mg/l) + kinétine (O,lmg/I) + GA3 (0,5mg/1) : milieu R.

Après 45 jours de mise en culture, nous avons obtenu les résultats suivants.

TABLEAU N°XTT. Résultats sur la reprise du développement des méristèmes des
génotypes en fonction du milieu de culture.

Walo Ndargu Clone "2" Cloue "19" Clone "29"

Milieu 0 lb la la lb la

Milieu P 3 1b-2 la Ib-2 la
_._-----.

Milieu Q 3 lb lb lb lb

l\1ilieu R 3 lb lb la la
-~-.~----------~---

Légende:

1a- Démarrage faible
1b- Bon démarrage
2- Néoformation de racines
3-Formation de cals.

IL est apparu au cours de ces expenences, que les génotypes utilisés subissent
différemment l'action du milieu choisi, en -particulier la variete Walo, qui ne donne que des
cals. Mais, le milieu Q peut cependant être considéré, comme milieu type pour la reprise du
développement des méristèmes car il donne les meilleurs résultats. Ainsi nous l'avons utilisé
dans la suite de notre travail.

Nous pouvons aussi constater à partir de ces résultats, que le milieu P, permet en plus de
du développement, l'enracinement des explants chez la variété Ndargu el le clone" 19", cc
qui nous a permis de l'utiliser comme milieu d'enracinement.
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Les cals obtenus avec la variété Walo, repiqués sur un milieu MS (1962) sans hormones de
croissance (tableau nOXI), n'avaient pu régénérer ni bourgeons, ni racines au bout d'un mois.

Nous avons par la suite fait une comparaison sur la reprise de développement de
méristèmes prélevés sur des plantes en serre âgées de 5 mois et sur ceux prélevés sur des
vitroplants du deuxième et troisième repiquage dans les mêmes conditions.
Le nombre d'explants, utilisés pour chaque génotype et par milieu est le même.

TABLEAU N°Xln. Pourcentage de reprise du développement des méristèmes
prélevés sur des vitroplants et sur des plantes mobilisées en serre. Résultats après 45
jours.

Walo Ndargu Clone "2" Clone "19" Clone "29"

N=6 N=9 N=5 N=6 N=5
,~~--

Milieu 0 P1= 83% P1= 77.7% P ,=80% P
1
= 83% PI= 80%

P:!= 50% P:!= 44,4% P:!=40% P,= 50% P,= 40%

Milieu P P1= 66.6% P1= 100% P
1=

100% P. - ]00% PI" SO%
1

P2= 33% P2= 44.4% P2=20% P.= 33% P2= 60%-

Milieu Q P1= 100% PI=77,7% P1= 100% P j = 100% P1= 80%

P2= 33% P2= 22,2% P2= 40% P,= 33% P,= 40%
--------- ~----------

Milieu R P1=100% P1=44,4% P1= 100% p\= 66.6% P1= 40%

1\= 50% P2= 44,4% P2= 80% P,-= 50% P2-'- 60%
-.__._._.-

Légende

N= Nombre de méristèmes.
P,= Pourcentage de reprise du développement des méristèmes prélevés sur des vitroplants.
P:!= Pourcentage de reprise du développement des méristèmes prélevés sur des piantes
mobilisées en serre

Ces résultats, montrent que les méristèmes prélevés sur les vitroplants se développent
mieux que ceux prélevés sur des plantes mobilisées en serre. De plus, nous notons une
croissance plus rapide et plus précoce chez' ces mêmes méristèmes.
Ces résultats pourraient s'expliquer ,non .seulerrîent pàr le fait que les méristèmes prélevés sur
des plantes en serre, subissent l'action du désinfectant, ce qui limite leur développement,
mais aussi par le fait que les méristèmes prélevés sur des vitroplants s'adapteraient plus vite
aux.conditions de mise en culture.

- 27



Sur des vitroplants obtenus par repiquages successifs, nous avons pu constater un certain
retard quant à l'apparition des racines nodales, ou même dans certains cas leur absence totale.
Certains auteurs comme NOZERAN et ROSSIGNOL-BANCILHON (1972); NOZERAN
(1978) et Sn-IACHAKR (1982), pensent que ce phénomène pourrait être considéré comme
un marqueur morphologique de rajeunissement du matériel végétal obtenu par culture in vitro
par rapport aux plantes propagées par multiplication végétative au champs.
Cette hypothèse est d'ailleurs confirmée par le fait que chez les plantes de patate douce issues
de graines ou de tubercules, l'apparition de racines s'observe tardivement (après que les
plantes aient atteint une dizaine de centimètres).

2.2. Enracinement des vitroplants issus de culture de méristème

Cet enracinement a été testé sur cinq milieux à base MS. (1962), avec une variation des
doses et des combinaisons en hormones de croissance. L'ALA a été reconduit comme source
d'auxine.

M.So : milieu 1
M.S o + AJA (O.OSmg/l) + kinétine (0.2Smg/l): milieu 2
M.So+ALA (O.OSmg/l) + B.AP (0.2Smg/l): milieu 3
M.Su +A.I.A (O.OSmg/l) 1- kinétine (O.Smg/I): milieu 4
M.So+ A.LA (O.OSmg/l) +B.A.P (O.Smg/I): milieu 5

Le nombre d'expIant s, testés en fonction du milieu et par génotype, est de S.

TARI_EAU N°XIV. Nombre d'explants enracinés par génotype en fonction du milieu.

Walo Ndargu Clone "2" Clone" 19" Clone "29"
.. - - - --

Milieu 1 60% 40% 60% 80% 60%

Milieu 2 60% 60% 80% 60% 60%

Milieu 3 40% 60% 60% 60% 100%

Milieu 4 80% 60% 80% 100% 80%

Milieu 5 80% 40% 60% 60% 40~/o

Tous les milieux testés, présentent un taux d'enracinement satisfaisant.Cependant, l'A.LA
à 0,05mgll combiné avec de la kinétine (0,5mg/l) a donné de meilleurs résultats pour
l'ensemble des génotypes. Ces résultats sont conformes avec ceux obtenus précédemment. En
effet HOUNDONOUGBO (1989), a montré, que l'A.LA, à faibles doses, stimulait la
néoformation de racines, augmentant aussi le nombre moyen de racines par cxplants, et que
cette capacité rhizogène de l'A.LA est renforcée par la kinétine.
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Nous avons noté un bon taux d'enracinement des vitroplants sur milieu MS (1962) sans
hormones de croissance chez tous les génotypes étudiés. Ceci montre que l'enracinement des
vitroplants peut être envisagé sans adjonction d'hormones de croissance. LIe recours à cette
technique d'assainissement comporterait un avantage financier important du fait de la
réduction des dépenses pour l'achat d'hormones de croissance pour l'enracinement des
vitroplants.

2.3. Conclusion.

Il est apparu, avec les résultats obtenus, que la culture de méristèmes a été dans
l'ensemble satisfaisante chez la patate douce. En fait, cette technique, en plus du rôle
d'assainissement permettant de mettre à la disposition des producteurs des plantes assainies et
en grande quantité, contribue au rajeunissement du matériel végétal augmentant ainsi la
vigueur des plantes.

3. Acclimatation des vitroplants obtenus par mlcrobouturage et par culture de
méristèmes.

L'acclimatation des vitroplants issus de micropropagation, a été réalisée sur trois types de
substrats aussi bien chez les plantes issues de microbouturages de noeuds que chez les
plantes obtenues par culture de méristème. Les trois types de substrats ainsi expérimentés
sont:
-sables fins,
-sables mélangés avec du terreau,
-du sol prélevé sous les filaos.
Les vitro plants obtenus par culture de méristème de mène que ceux issus par
microbouturage et sortis en serre se sont acclimatés à 100% ct ccci sur les trois types de
substrats.
Nous avons pu noter chez les vitro plants acclimatés, un bon développement des parties
aériennes et souterraines.

La parfaite acclimatation des vitroplants issus des deux différentes techniques de culture
in vitro, montre la capacité de ces vitroplants à constituer des pieds adultes prêts à être
soumis aux conditions de culture.
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Il. Embryogenèse somatique.

La mise en culture de pointes apicales sur milieu d'initiation et leur transfert après 2, 4 ct 6
semaines sur milieu d'induction, a donné les résultats consignés dans les tableaux ci-après.
La composition des milieus A,B,C et Dest donné dans la partie matériels el methodes.
Cette manipulation a concerné quatre des cinq génotypes à savoir la variété Ndargu, la
variété Walo et les clones 2 et 19.

TABLEAU N°XV. Résultats sur la mise en culture de pointes apicales de patate
douce dans différents milieux pour leur initiation en cals après 2, 4 et 6 semaines puis
repiquées pendant un mois sur milieu d'induction. .

Milieu A Milieu B Milieu C Milieu D

Nombre 108 108 108 108
d'explants mis en

culture

Pourcen tage 20% 40% 47(j~) 4R%
d'explants pollués

et nécrosés
-'-- .. -

Pourcentage 80% 30% 14% 10%
d'explants ayant

débourré
._- -~~----

Pourcentage de 0% 26% 40% 4'"'0/..:.. / 0

cals formés
'-- -- - --- .. -_.---- - ~--- --------

Pourcentage de 0% 36% I()% 13%
cals avec

néoformations de
bourgeons et de

raciIles
- .-

Pourcentage de 0% 43% 32% 29%
cals néoformant
que des racines

Pourcentage de 0% 0% 0% 0%-
cals embryogènes

Pourcentage de 0% 21% 49% 58%
cals dêgênèrês
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TABLEAU N°XVI. Résultats de la mise en culture de pointes apicales dans différents
milieux d'initiation en fonction de la durée.

2 semaines 4 semaines 6 semaines

Nombre 36 36 36
d'explants mis en

culture

Milieu A nombre 24 30 ... ..,
J_

d'expla,nts
débourrés

Nombre de cals 0 0 0
formés

Nombre 36 36 30
d'explants mis en

culture
--

Milieu B Nombre 13 1) 7
d'explants
débourrés

Nombre de cals 5 10 13
formés

Nombre 36 36 3(,

d'explants mis en
culture

-----

Milieu C Nombre 0 0 l)

d'explants
débourrés

Nombre de cals 7 16 :::n
formés

Nombre 36 36 36
d'explants mis en -

culture

Milieu D Nombre -0 0 - 0
d'explans
débourrés

N ombre de cals 8- 17 20
formés
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Figure n014 . Cal chlorophyllien régénéran t des racines.

Fil!ure 0 ° 15. Cal brun no n chlorophyllien régénéran t des racines.
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L'analyse des résultats obtenus (tableaux nOXV et tableau nOXVl), fait ressortir la
capacité à la callogénèse des différents milieux utilisés, à l'exception du milieu A, Ol! l'on peut
observer une régénération directe des explants mis en culture. Cette capacité à la callogénèse,
varie en fonction de la durée de mise en culture et du milieu, elle est plus favorable après ()
semaines de mise en culture sur milieu D.
Ces cals friables non chlorophylliens devenant chlorophylliens après transfert sur milieu
d'induction, avaient un devenir différent selon la durée. Après deux semaines les cals obtenus,
donnent le plus souvent des néoformations de bourgeons et de racines. Par contre après
quatre et six semaines dans le milieu d'induction, soit les cals ne régénèrent que des racines
(après quatre semaines), soit ils dégénèrent 15 jours après leur transfert sur milieu d'induction
(après six semaines). Dans tous les cas, il n'a été observé aucune structure assimilable à des
embryons somatiques.
Il ressort de ces expériences deux enseignements majeurs.
- La néoformation de bourgeons bien que limitée, ne peut être réalisée que sur des cals
relativement jeunes initiés après deux semaines.
- Les différents milieux utilisés pour l'initiation des explants en cals peuvent être considérés
comme étant favorables, bien que le pourcentage de cals obtenu reste faible.
- Les cals d'aspect friable, ne permettent pas la formation de structures cmbryogèncs.

Ces résultats sont en partie en accord par les travaux de CAVALCANTE AIVES ('1

al.,(1994) et ceux de MARIE E. BENfEK el al.,(1995), qui pensent que les cals friables
bien qu'ayant une forte croissance par rapport aux cals compacts IIEYSER ('Il/I.,( 1()83) ct
LU el al.,(1983), ne régénérent pas d'embryons. Mais ces auteurs, bien qu'ayant constaté des
néoformations sur des cals initiés après quatre semaines, ont en plus obtenu la formation de
structures polarisées, ceci sur des cals compacts initiés en six semaines.

Nous avons situé cette absence de structures embryogènes à deux niveaux à savoir:
- au niveau des concentrations et des combinaisons en hormones de croissance,
- au niveau des conditions de culture.
Le but recherché dans de tels réajustements, est d'arriver à obtenir un pourcentage important
de cals compacts. Ces réajustements sont enregistrés au niveau de la phase callogènc des
explants et au niveau de l'expression de ces cals en embryons.

- Phase callogène.

En plus des milieux C et D qui ont manifesté une forte capacité callogène au moment de
l'initiation des explants lors des premiers essais, nous avons testé un autre milieu en
augmentant la dose de 2,4-D jusqu'à 2mg/1.Ainsi en plus du milieu témoin MSo, nous avons
expérimenté trois autres milieux ce qui nous a donné quatre milieux à tester.

- MSo' Milieu A'.
- MSo+ 2,4-D (O.2mgll) + BAP (lrngll).Milieu B'.
- MSo + 2,4-D (O.4mgll) + BAP (1rng/l). Milieu C.
- MSo + 2,4-D (2mgll) + BAP (1 mg/l). Milieu D'.

L'utilisation de la BAP (1mg/l), ainsi que l'augmentation de la concentration en 2,4-D à
2mgll ont été ressorties des résultats significatifs obtenus par CI-IEE and CANTLIFJ7E
(1989a).
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Après une période d'incubation de 4, 6 et 8 semaines, nous avons noté une importante
capacité callogène des milieux B', C, et D'. Quant au milieu A', il permet un régénération
directe des explants mis en culture.
Nous avons essayé de voir les capacités catlogènes des différents milieux avec ou salis
adjonction de BAP.
Nous avons constaté à cet effet, que les différents milieux présentent de fortes capacités
callogènes quelle que soit la nature des cytokinines mais que le pourcentage de cals compacts
est beaucoup plus important en présence de la BAP (90%) dans le milieu.
La BAP aurait donc pour effet de rendre les cals plus compacts.

Les explants ainsi ensemencés, ont été soumis à deux conditions à savoir l'obscurité totale
à une température de 27°C et une alternance lumiére-obscurité avec une photopériode de 16
heures de jour; et à la même température.
Dans de telles conditions, les explants soumis à une alternance lumiére-obscurité, sont
légèrement plus callogènes (85%) que les explants mis sous une obscurité totale (70%).

- Phase d'induction des embryons sur les cals

Les cals ainsi obtenus, ont été transférés sur milieu d'induction gélose (tableau nOTTT) où
nous avons cependant augmenté la quantité d'azote du milieu cn y ajoutant 10 mM de
NII~NOJ tel que ressorti des études de CITEE el al.,(1992). Différents auteurs ont aussi
montré sur des plantes diverses, que la teneur du milieu en azote particulièrement en azote
réduit, est un facteur favorisant la bonne maturation des embryons.
Après un mois d'expression dont une semaine à une obscurité totale, les cals dépourvus
d'organes au moment du transfert sur milieu d'induction, brunissent et dépérissent
progressivement sans exprimer aucune réponse morphogène.

- Conclusion.

Les différentes tentatives faites pour obtenir des réponses cmbryogèncs à partir de pointes
apicales de patate douce, se sont avérées peu fructueuses pour les différents génotypes
étudiés. Cependant nous pouvons y en tirer certaines indications.
- L'absence totale de structures assimilables à des embryons somatiques identifiables à l'oeil
nu. Dans les meilleurs des cas, nous n'avons que la néoformation de bourgeons et de racines
sur de jeunes cals,
- La forte capacité callogène des différents milieux utilisés.
Ce très faible niveau de réponses, ne nous permet pas de dégager des conclusions claires el
précises sur les capacités embryogènes de ces variétés locales de patate douce. Cependant les
quelques indications obtenues peuvent servir de base pour de nouveaux développements sur
le même type de matériel végétal avec possibilité d'étendre ce choix a d'autres explants
comme par exemple les feuilles.
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Ill. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES.

Sur la micropropagation par microbouturage de noeuds, nous avons pu mettre en place
un protocole de multiplication intensive et conforme sur tous les génotypes étudiés. Cette
technique peut permettre d'éviter les variations souvent rencontrées au sein d'une mène
plantation composée de mêmes clones d'où son importance dans la sélection variétale. Elle
peut être envisagée dans le cadre d'une multiplication en masse de variétés nouvellement
séléctionnées.

Par culture in vitro de méristèmes, nous avons mis au point un procédé qui pourrait
permettre l'assainissement des plantes de patate douce virosées. ces résultats pourraient être
donc utilisés dans le cadre d'un programme d'assainissement de plantes virosées. Aussi avec le
rajeunissement observé chez les vitroplants, nous pouvons avoir un gain de vigueur des
plantes pouvant se manifester par une augmentation des rendements tels que déjà observé par
SEBASTIAü et al.,(1991), ces vitroplants peuvent ainsi être conservés en conditions
aseptique pour la reconstitution de clones à l'abri des recontaminations.
Comme perspective à cette étude, nous devrons en collaboration avec le CDII, essayer de
déterminer le complexe viral responsable de la dégénérescence des cultures. Ceci permettrait
de proposer un moyen de lutte éfficace par thermothérapie suivie de culture ill vitro de
méristèmes.

Nous avons noté à travers nos investigations sur l'embryogenèse somatique chez la patate
douce, deux niveaux importants de réponse:

-la forte capacité callogène des génotypes,
-la néoformation de bourgeons et de racines et de racines à partir de ces cals.
Cependant ces résultats limités obtenus demandent d'autres investigations pour apporter

des solutions sur les capacités embryogénes de nos variétés locales de patate douce pour la
recherche de variants. Car, si des résultats ont été obtenus sur l'embryogenèse de la patate
douce notamment en France et aux Etats Unis sur des variétés européennes et américaines,
aucune étude prenant en compte nos variétés locales n'a été entreprise de manière
significative.
L'intérêt d'une telle étude, réside dans la recherche de variants pour élargir le polymorphisme
de cette plante Sans recourir à la sexualité, vue les difficultés de croisement que rencontre
cette plante, mais aussi d'essayer d'avoir des varietés plus résistantes aux attaques parasitaires
et plus productives,

Pour atteindre de tels objectifs, nous devrons mettre sur place un protocole nous
permettant de produire des embryons somatiques. Pour se faire nous pourrons prendre en
compte dans une étude plus générale tous les facteurs qui agissent pour la formation et la
maturation d'embryons in vitro. Nous devrons ainsi essayer de maîtriser certains de ces
facteurs.

- L'apport d'azote dans. le milieu. Plusieurs travaux ont montré l'importance de l'azote
sous toutes ces formes pour une bonne réponse embryogène. a cet effet, nous devrons étudier
à quellephase (initiation des explants en cals ou l'induction des embryons sur les cals) son
action est le plus efficace.
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- Action séquentielle des différents milieux. La faible fréquence des réponses organogènes
et l'absence de structures dans les expériences précédentes, nous amènera à envisager le
transfert des cals dans différents milieux d'expression avec une suppression totale de l'auxine
ou une diminution de sa concentration. Car si des séquences de milieux avec suppression de
l'auxine dans le milieu d'expression ont souvent donné de bons résultats. Les travaux de
REINERT et BAJAJ (1977), ont montré que l'aptitude à l'embryogenèse somatique peu
cesser au cours des repiquages successifs sur milieu dépourvu de 2,4-0 par suite de
l'épuisement d'un facteur embryogène. Il faudrait donc essayer de voir toutes les
combinaisons possibles pour de meilleures réponses embyogènes.

- Concentration en sucre du milieu. Il est ressorti dans quelques études qu'une
augmentation de la concentration en saccharose permet d'améliorer légèrement ou de
régulariser l'obtention d'une morphogenèse de type pre-embryonnaire.
L'optimalisation de ces facteurs, peut conduire à de meilleurs résultats.
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